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 El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) presenta alta variabilidad  
genética, debida a su alta tasa de replicación, de mutación y de recombinación, 
describiéndose numerosas variantes. Basándose en la homología genética de sus 
secuencias, el VIH-1 se clasifica en cuatro grupos: M (principal), O (outlier), N (non-M, 
non-O)  y P. A su vez, el grupo M se subdivide en 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K), en al 
menos 88 recombinantes  circulantes (CRF), y múltiples recombinantes únicos. Los 
recombinantes se están expandiendo en la pandemia (incluido en Europa), 
principalmente en lugares donde circulan simultáneamente numerosas variantes 
diferentes. El subtipo B es la variante predominante en Europa y Estados Unidos, pero los 
subtipos del VIH-1 distintos al subtipo B y recombinantes (variantes no-B) causan cerca 
del 90% de los 37 millones de infecciones por VIH.  
 La extraordinaria variabilidad genética del VIH tiene implicaciones clínicas y 
epidemiológicas importantes. La rápida aparición y selección de mutaciones de 
resistencia (MRD) a fármacos antirretrovirales (ARV) implica un desafío para la terapia 
antirretroviral (TAR). Además, las distintas variantes del VIH presentan en su genoma de 
manera natural (en ausencia de ARV) sustituciones de aminoácidos (aa) fijadas durante la 
evolución, incluyendo en residuos de proteínas virales donde aparecen los MRD, como la 
proteasa (PR), retrotranscriptasa (RT) e integrasa (IN). Estos polimorfismos naturales 
pueden acelerar la emergencia de MRD, inducir vías alternativas de resistencia, reducir la 
barrera genética de algunos fármacos, afectar a la afinidad de unión fármaco-sustrato y 
disminuir la susceptibilidad a ARV, entre otros.  Además, se sabe que polimorfismos en los 
sitios de procesamiento proteico  (cleavage sites o CS) influyen, tanto el procesamiento 
proteico  del VIH-1 por la PR viral requerido para la maduración e infectividad viral, como 
en la respuesta a ARV  inhibidores de la PR (IP). Sin embargo, existen pocas publicaciones 
sobre variabilidad natural en CS y MRD asociada a las variantes del VIH-1, sobre todo en 
recombinantes. 
 Por ello, el objetivo principal de esta Tesis fue evaluar el grado de conservación, 
identificar los polimorfismos naturales presentes en más del 90% de secuencias virales de 
cada variante analizada en ausencia de tratamiento antirretroviral (TAR) y los aa 
totalmente conservados en regiones virales con importancia biológica y terapéutica. Estas 
incluían 11 CS en los precursores virales Gag y GagPol y los residuos de proteínas virales 
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Gag (dentro y fuera de los CS), PR, RT e IN donde aparecen las MRD a las principales 
familias de ARV: IP, inhibidores de la RT análogos de nucleósido o nucleótido (ITIAN), y no 
análogos de nucleósido (ITINAN) e inhibidores de la IN (INI). Para ello se emplearon varios 
miles de secuencias virales recuperadas del GenBank de pacientes naive a ARV de 
numerosas variantes del VIH-1, incluyendo grupos, subtipos y el mayor número de CRF 
analizados hasta la fecha. 
 En el primer capítulo de esta Tesis empleamos 9.028 secuencias gag y 3.906 
secuencias pol del GenBank de pacientes naive, cuantificando el grado de conservación 
viral en 11 CS. Éste difirió entre variantes del VIH-1 y CS, y fue significativamente mayor 
en el grupo M que en los grupos no-M. Determinamos los CS que presentaban mayor 
conservación en subtipos que en recombinantes, y viceversa. Identificamos los 
polimorfismos naturales asociados a cada variante y los 52 aa altamente conservados en 
todas las secuencias. Los sitios de procesamiento tardío en los precursores Gag y GagPol  
virales  presentaron una conservación significativamente mayor que el primer CS en los 4 
grupos del VIH-1, sugiriendo que el nivel de conservación encontrado en los CS es distinto 
según las etapas de procesamiento. Definimos las secuencias consenso o mayoritarias en 
cada uno de los 11 CS para cada grupo, subtipo y CRF analizado. También observamos 
cómo la presencia de IP parecía no interferir significativamente en el grado de 
conservación de la mayoría de los 4 CS analizados empleando virus de variantes 
diferentes recuperados de 149 muestras clínicas en ausencia y presencia de IP. Estos 
resultados podrían ayudar al diseño de inhibidores de maduración nuevos  y de vacunas 
dirigidas a los CS. 
 En el capítulo dos analizamos la variabilidad natural en posiciones de Gag y PR 
asociadas a resistencia a IP (MRD-IP) en 2.141 secuencias GagPol, en el capítulo tres las  
asociadas a resistencia a ITIAN (MRD-ITIAN) e ITINAN (MRD-ITINAN) empleando 3.592 
secuencias RT y en el cuarto capítulo aquellas relacionadas con resistencia a INI (MRD-INI) 
en 6.706 secuencias IN. En todos los casos identificamos los residuos asociados a MRD 
que podrían considerarse polimorfismos naturales asociadas a grupo, subtipo o CRF 
incluidos al estar presentes en el 90% o más de las secuencias analizadas de cada variante 
de estudio en ausencia de TAR. También identificamos todas las MRD en Gag, PR, RT e IN 
ausentes en todos los virus analizados de pacientes naive y que, por tanto, sólo se 
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seleccionarían en presencia de TAR. Observamos que la exposición a IP no afectaba al 
grado de conservación de 11 MRD-IP ubicadas en 4 CS tras analizar secuencias virales de 
muestras clínicas de 149 pacientes infectados por distintas variantes del VIH-1. 
 Encontramos que la presencia de MRD primarias a IP, ITIAN, ITINAN e INI fue rara 
en pacientes naive, estando presentes sólo en un bajo porcentaje de secuencias de 
algunas variantes, excepto la MRD-ITINAN Y181C  que aparecía en todas las variantes del 
grupo O analizadas. Sin embargo, demostramos que un gran número de aa  considerados 
previamente como MRD secundarias, accesorias o raras a las distintas familias de ARV 
son, en realidad, polimorfismos naturales de grupos, subtipos o CRF del VIH-1 concretos, 
presentes incluso en ausencia de tratamiento. El número de polimorfismos naturales 
asociados a MRD difirió entre variantes, y esas combinaciones de MRD podrían 
considerarse marcadores genéticos de las variantes que los presentan. La presencia 
natural (en ausencia de terapia) de polimorfismos naturales específicos de variante 
previamente asociados a resistencia a las principales familias de fármacos ARV, refuerza 
la importancia de tener en cuenta la variante viral en el seguimiento clínico del paciente 
VIH en TAR . Este trabajo también tiene potencial aplicabilidad en el desarrollo de nuevos 











“La verdadera vida tiene lugar en nuestro interior”  

















  Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) shows a high genetic diversity due 
to its high replication, mutation and recombination rates. A large number of HIV-1 
variants have been described. Based on viral sequences homology HIV-1 has been 
classified into four groups: M (main), O (outlier), N (non-M, non-O) and P. HIV-1 Group M 
is subdivided into 9 subtypes (A–D, F–H, J, K), at least 88 circulating recombinant forms 
(CRF) and multiple unique recombinants (URF). Recombinants are expanding in the 
pandemic (including in Europe), mainly in setting with cocirculation of different HIV-1 
variants. HIV-1 subtype B predominates in Europe and United States, but subtypes 
different than subtype B and recombinants (HIV-1 non–B variants) cause near 90% of HIV 
infections worldwide. 
 The high genetic HIV-1 variability has epidemiological and clinical consequences, 
and the fast appearance and selection of antiretroviral drug resistance mutations (MRD) 
represents a challenge for antiretroviral therapy (ART). Different HIV variants fix during 
viral evolution amino acid (aa) changes along their genome in the absence of 
antiretroviral (ARV), including in viral protein residues previously associated to ARV 
resistance in the protease (PR), retrotranscriptase (RT) and integrase (IN). Those HIV-
variant specific-natural polymorphisms can accelerate the MRD selection, drive the 
selection of alternative resistance pathways, reduce the genetic barrier to certain drugs, 
affect the ARV-virus affinity and reduce the ARV susceptibility, among others.  Moreover, 
it is known that polymorphisms at cleavage sites (CS) can influence Gag and Pol proteins 
processing by the viral protease (PR), restore viral fitness and influence the virological 
outcome of specific antiretroviral drugs of PR inhibitoris (PI). However, data of HIV-1 
variant associated CS natural variability is scarce.  
 Thus, the main objective of the Thesis has been to evaluate the conservation rate, 
to identify the natural polymorphisms present in 90% or more of viral sequences in each 
analyzed variant in the absence of ART and the most/completely conserved aa residues in 
HIV-1 genomic regions with biological and clinical importance. They include the 11 CS and 
the amino acid (aa) residues of viral proteins Gag, PR, RT and IN where are located the 
MRD to the most used ARV families: PR inhibitors (PI), RT inhibitors analogs of 
nucleosides and nucleotides (NRTI), and non-analogous of nucleosides (NNRTI) and IN 
inhibitors (INI). For that purpose we used several thousand of viral sequences retrieved 
  
from GenBank database from ARV naive patients, ascribed to a large panel of HIV-1 
variants, including groups, subtypes, and the highest number of different circulant 
recombinants or CRF reported to date  
 In the first chapter of the Thesis we used 9.028 gag y 3.906 pol sequences from 
GenBank ascribed to a large number of different HIV-1 variants from naive patients. We 
quantifying the conservation rate in 11 CS across HIV-1 variants, being significantly higher 
in group M variants vs. non-M groups. We determined the most and the least conserved 
CS across variants, defining the specific CS showing more conservation in subtypes than 
recombinants and viceversa. We identified the variant-specific natural polimorphisms in 
each CS and the 52 amino acids (aa) highly conserved in the 11 CS at Gag and GagPol 
precursors. The late processing sites at Gag and GagPol precursors presented a 
significantly higher conservation vs. the first CS in the 4 HIV-1 groups. We defined the aa 
consensus sequence in each HIV-1 variant for each 11 CS. We also observed that the PI 
exposure could not affect the conservation rate of some of CS in viral sequences from 
viral specimens collected from clinical specimens from patients carrying different HIV-1 
variants. These results could help for the future design of both novel antiretroviral agents 
acting as maturation inhibitors as well as for vaccine targeting CS.  
In chapter 2, we analyzed the natural variability at Gag and PR residues associated 
to PI resistance (MRD-PI) in 2.141 GenBank GagPol sequences, in chapter 3 those 
associated to  NRTI (MRD-NRTI) and NNRTI (MRD-NNRTI) resistance using 3.592 GenBank 
RT sequences and in chapter 3 those related to INI resistance (MRD-INI) in 6.706 GenBank 
IN sequences representing multiple HIV-1 variants. We identified all specific aa residues 
associated to MRD that could be considered as natural specific-variant polimorphisms for 
each HIV-1 group, subtype and analyzed CRF, present in 90% or more analyzed sequences 
of the corresponding variant in the absence of ART. We also located all MRD in Gag, PR, 
RT and IN absent in all analyzed GenBank sequences from naive patients and, accordingly, 
only would be selected after ARV exposure. We also observed that IP exposure did not 
affect the aa conservation rate in 11 MRD-IP located in 4 CS within after the analysis of 





 We also found that the presence of primary or major MRD to PI, NRTI, NNRTI and 
INI was rare in naive patients, only being present in a low rate of sequences from certain 
HIV-1 variants, except the MRD-NNRTI Y181C  which was in all analyzed RT sequences 
from HIV-1 group O. However, we demonstrated that a high number of some MRD 
considered secondary, accessory or rare to the different ARV families were, in fact, 
natural polymorphisms of specific HIV-1 groups, subtypes and CRF, being present even in 
the absence of ARV. The number of natural polymorphisms at MRD varied across variants, 
and those polymorphisms could be considered as genetic markers of these specific 
variants. The natural presence (in absence of ARV) of polymorphisms previously 
associated to ARV resistance reinforces the importance of considers the HIV-1 variant 
during the clinical follow up of HIV-1 infected patients on antiretroviral therapy. This work 
also has potential applicability in the development of new ARV drugs and identification of 












“El secreto de salir adelante es empezar” 







EPIDEMIOLOGÍA DE LA INFECCIÓN POR VIH  
 El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente infeccioso causante del 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (Sida). El VIH continúa siendo un problema de 
salud pública mundial importante. Según el último informe del Programa Conjunto de las 
Naciones Unidas sobre el VIH/Sida (ONUSIDA), publicado en Junio de 2016, se calcula que 
a nivel global en 2015 había 36,7 millones de personas infectadas por VIH, 2,1 millones de 
nuevas infecciones y 1,1 millones de muertes por causas relacionadas con el VIH (Global 
AIDS update 2016). África Sub-Sahariana es la región más afectada a nivel mundial, con 
25,6 millones de personas viviendo con VIH en 2015 y donde ocurren un 66% del total de 
las nuevas infecciones a nivel mundial. Aunque el número (nº) de nuevas infecciones por 
VIH ha disminuido en los últimos años (HIV/AIDS. WHO 2016), todavía existe una tasa 
elevada de nº de nuevas infecciones y muertes relacionadas con Sida cada año (AIDS by 
the numbers 2016). Además, 22 de los 36,7 millones de personas infectadas no tienen 
acceso al tratamiento antirretroviral (TAR) para controlar la replicación viral (On the fast 
track to end AIDS 2016). 
 En Europa el nº de casos de Sida sigue reduciéndose, gracias al uso y eficacia del 
TAR, excepto en algunos países de Europa del Este donde continúa incrementándose. En 
2015, se comunicaron 29.747 casos diagnosticados de infección por VIH en 31 países de la 
Unión Europea. La proporción más alta, 42,2%, se notificó entre los hombres que 
mantienen relaciones sexuales con hombres (HSH), seguida por la del contacto 
heterosexual, 32,0%  y un 4,2% en personas que se inyectan drogas (PID) (ECDC 2015).  
 En España, desde el inicio de la epidemia hasta el año 2015 se han notificado un 
total de 85.720 casos de Sida (SINIVIH 2016).  En 2015, se notificaron 3.428 nuevos 
diagnósticos de VIH y 497 casos de Sida. La vía sexual es el modo de transmisión principal 
en los nuevos diagnósticos de VIH y la transmisión entre HSH es la mayoritaria (53,6%), 
seguida de la heterosexual (25,4%) y en personas que se inyectan drogas (PID), 2,8%. El 
85,9% eran hombres y la mediana de edad fue de 36 años. El 30,3% de los nuevos 
diagnósticos de infección por el VIH se realizó en personas originarias de otros países. El 
46,5% global de los nuevos diagnósticos presentaron diagnóstico tardío. Las tasas de 
nuevos diagnósticos de VIH son similares a las de otros países de la región Europea de la 
INTRODUCCIÓN 
24 
OMS, aunque superiores a la media de los países de Europa Occidental y de la Unión 
Europea (SINIVIH 2016).  
CURSO NATURAL DE LA INFECCIÓN  
 La infección por VIH transcurre como una infección viral persistente que causa 
replicación viral y enfermedad crónica. El curso natural de la infección por VIH-1 viene 
determinado por una serie de interacciones complejas entre el huésped y el virus (Liu et 
al., 1997). Se pueden diferenciar  fundamentalmente tres fases de la infección por el VIH, 
identificadas por un conjunto de síntomas e indicadores clínicos (Figura I.1).  
 La fase aguda, primoinfección o infección primaria transcurre entre el momento 
del contagio y la aparición de anticuerpos frente al VIH (4 semanas). Durante un  “periodo 
ventana” (1-3 semanas) se produce una replicación masiva del virus dentro del organismo 
hasta alcanzar niveles en plasma o carga viral (CV) muy elevadas (varios millones de 
copias/ml plasma),  infectando tanto a las células expuestas como a los ganglios linfáticos. 
El nº de linfocitos CD4 circulantes disminuye. Clínicamente,  puede ser  asintomática o 
con síntomas menores inespecíficos que no se identifican como relacionados con VIH, al 
ser similares a un síndrome gripal (con adenopatías y rash cutáneo) o a una 
mononucleosis infecciosa aguda. A continuación, a las pocas semanas o meses, la 
infección se encuentra en la fase crónica o de “latencia clínica”, coincidiendo con la 
aparición de la respuesta inmune y producción de anticuerpos (seroconversión). En esta 
fase el portador es asintomático o presenta complicaciones menores que, a menudo, no 
se identifican como relacionadas con el VIH-1, ya que el sistema inmune tiene una gran 
capacidad para regenerar las células destruidas por el virus. Sin embargo,  la infección 
viral termina por desgastar al sistema inmunológico y aparece la fase final de la infección 
por VIH o etapa Sida, donde aumentan las tasas de replicación del virus, disminuyendo la 
capacidad de reacción del sistema inmune. Así, el sujeto es presa potencial de numerosas 
infecciones oportunistas y neoplasias que le pueden conducir a la muerte, si la infección 
no se controla por TAR.  
 La progresión de la enfermedad puede variar debido a factores asociados al virus y 
a factores genéticos e inmunológicos del hospedador (Merindol y Berhoux, 2015). En 
ausencia de TAR, la mayoría (80-85%) de los pacientes desarrollan Sida en 5‐10 años por 
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una caída progresiva de sus linfocitos T CD4+, siendo conocidos como progresores típicos. 
Sin embargo, según la velocidad de progresión de la infección, existen progresores 
rápidos, que progresan a Sida en pocos años; y progresores lentos o LTNPs (long term non 
progressors), que permanecen clínicamente asintomáticos y/o inmunológicamente 
estables, con un recuento de linfocitos T CD4+ normal durante al menos 8 años sin TAR 
(Rodriguez-Da Silva et al., 2015; GeSIDA 2017). Dentro de los LTNPs, existe un grupo de 
pacientes, denominados controladores de élite, que controlan la viremia a niveles 
indetectables sin TAR y que representan en torno al 1% de infectados (Crowell et al., 
2015).  







Copias de ARN viral /ml 
 
 





ESTRUCTURA Y GENOMA DEL VIH 
 Es un virus ARN clasificado dentro de la familia de los retrovirus humanos 
(Retroviridae) perteneciente al género Lentivirus (Barré-Sinoussi et al., 1983). Su origen se 
remonta a múltiples transmisiones zoonóticas del virus de la inmunodeficiencia del simio 
(VIS) desde diversos primates no humanos que tuvieron lugar en África central y 
occidental a principios del siglo XX (Worobey et al., 2008).  
 El VIH tiene forma esférica, con un diámetro de 100‐120 nanómetros. El virión está 
constituido por una envoltura externa o bicapa lipídica, tomada de la membrana de la 
célula humana infectada durante el proceso de salida de nuevas partículas virales por 
gemación. En esta envoltura se encuentra la glicoproteína viral gp120, unida a la 
glicoproteína transmembrana gp41 en forma de trímeros y algunas proteínas de la célula 
huésped, como antígenos de histocompatibilidad de clase I y II. Las glicoproteínas gp120 
son clave en la interacción con receptores celulares (tropismo) y en la evasión inmune. 
Bajo la envoltura se sitúa la matriz proteica (MA), y en el interior se encuentra la cápside 
icosaédrica (CA). Dentro de ésta se localizan, tanto las enzimas virales, como el material 
genético del virus constituido por dos cadenas sencillas de ARN de polaridad positiva de 
aproximadamente 9,8kb asociadas a las proteínas de la nucleocápside (NC) (Muesing et 
al., 1985).   
 El genoma del VIH contiene tres genes principales comunes a todos los retrovirus: 
gag, pol y env. Adicionalmente, el VIH tiene genes encargados de codificar los 
componentes de la partícula vírica y de regular la expresión de los mismos. El gen gag 
codifica principalmente las proteínas estructurales que conforman la MA, la CA y la NC. El 
gen pol, codifica las proteínas virales: proteasa (PR), transcriptasa inversa (TI) o 
retrotranscriptasa (RT) e integrasa (IN) que participan en la maduración viral, síntesis de 
ADN a partir del ARN del virus y en su integración en el genoma celular, respectivamente. 
Estas proteínas son esenciales para el ciclo viral y actúan como dianas de fármacos 
antirretrovirales (ARV).  El gen env codifica el precursor gp160 que se procesa a las 
glicoproteínas de la envuelta gp120 y gp41 por la acción de proteasas celulares. Además, 
en el genoma del VIH-1 existen otros seis genes adicionales (tat, rev, nef, vif, vpr y vpu) 
que codifican proteínas que regulan la expresión de genes virales o representan factores 
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de virulencia. En ambos extremos del genoma, se encuentran secuencias largas repetidas 
(LTR), no codificantes, que permiten la circularización e integración del genoma viral en el 
genoma celular (Gallo et al., 1988; Emerman y Malim, 1998). La estructura y organización 
genética del VIH-1 se muestran en la Figura I.2.  












CICLO BIOLÓGICO DEL VIRUS 
 En el ciclo replicativo del VIH se resumen las siguientes etapas (Figura I.3):                      
1) Interacción del virus con la célula diana (linfocitos T CD4+ principalmente) por la unión 
de la glicoproteína gp120 de la envoltura viral con el receptor celular CD4 y un receptor 
de quimiocinas (CCR5 o CXCR4) que actúa como correceptor. 2) Fusión de la envuelta del 
virión con la membrana celular y liberación al citoplasma celular de la cápside viral (CA). 
La CA se desensambla y libera el genoma viral en el citoplasma. 3) Transcripción inversa 
del ARN genómico viral y formación del ADN complementario de doble cadena mediado 
por la RT. Este ADN proviral sintetizado se acopla a una serie de factores celulares y 
virales formando el complejo de preintegración. 4) Transporte de este ADN complejo al 
núcleo celular donde se integra en el genoma de la célula hospedadora por la acción de la 
IN viral y las secuencias LTR, constituyendo la forma proviral del VIH. 
 Una vez integrado, el VIH puede permanecer latente, replicarse de forma controlada o 
experimentar una replicación masiva, con el consiguiente efecto citopático sobre la célula 
infectada. 5) Transcripción de los genes virales integrados y procesamiento de los 
transcritos para dar lugar a ARN genómico y ARN mensajero (ARNm) virales. Traducción 
de los ARNm a poliproteínas precursoras virales en el citoplasma. 6) Ensamblaje de las 
proteínas virales y salida del virión por gemación, arrastrando parte de la membrana de la 
célula huésped. 7) Maduración por acción de la PR viral que procesa las poliproteínas 












Figura I.3. Ciclo replicativo del VIH 
 
 
Adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), EE.UU. HIV Replication 
Cycle (http://phil.cdc.gov/phil/details.asp ID#: 18162). 
INTRODUCCIÓN 
30 
SITIOS DE PROCESAMIENTO PROTEICO PARA GENERAR LAS PROTEÍNAS 
GAG Y POL 
 Las principales proteínas estructurales Gag del VIH-1  (P17 o MA, P24 o CA, P7 o 
NC y dos espaciadores llamados SP1 y SP2) se sintetizan a partir de una serie de 
reacciones proteolíticas. Éstas están mediadas por la PR viral y se realizan en unos sitios 
de corte específicos llamados sitios de procesamiento proteico ubicados en las 
poliproteínas precursoras Gag (Pr55Gag) y GagPol (Pr160GagPol). Ésta última poliproteína se 
genera gracias a un marco de lectura ribosomal adicional durante la traducción del 
precursor Gag (Waheed y Freed, 2012). Una sexta proteína producida a partir del 
precursor Gag, P6gag, juega un papel esencial en la liberación del virus de las membranas 
de la célula infectada (de Oliveira et al., 2003). La  P6gag es responsable de la 
incorporación de la proteína accesoria vpr al virión y de la interacción con la membrana 
de la célula que hace posible la gemación y la salida de la célula infectada (Göttlinger et 
al., 1989). El procesamiento o maduración del precursor GagPol genera: las proteínas Gag 
estructurales (P17, P24, P7), la proteína transframe (TFP), P6pol, y las tres enzimas virales 
Pol (PR, RT e IN) (de Oliveira et al., 2003; Torrecilla et al., 2014) (Figura I.2.B). Las  
proteínas Pol son esenciales para el ciclo viral y representan las principales dianas del 
TAR: inhibidores de la PR (IP), inhibidores de la TI análogos de nucleós(t)ido (ITIAN), 
inhibidores de la TI no análogos de nucleósido (ITINAN) e inhibidores de la IN (INI) 
también llamados inhibidores de la transferencia de cadenas de la IN (INSTI).  
 Estas reacciones de procesamiento de las poliproteinas Gag y GagPol del VIH-1 por 
la PR viral ocurren tardíamente en el ciclo de vida viral, una vez que el virión ha salido por 
gemación de la célula infectada, ya que la PR viral se activa durante la salida del virus. 
Este proceso proteolítico es altamente específico, está regulado de manera temporal y es 
esencial para la producción de partículas virales infecciosas (Adamson 2012). La PR se 
activa concomitante con la liberación del virus por fenómenos de gemación. Como la PR 
únicamente se encuentra activa en forma de dímero, se piensa que el autoprocesamiento 
se inicia por la dimerización de dos dominios de PR que están alojados en el precursor 
GagPol (Fun et al., 2012). La maduración desencadena un segundo evento de ensamblaje 
que genera un núcleo cápside cónica condensada, que organiza el genoma de ARN viral y 
las proteínas virales para facilitar la replicación viral en la siguiente ronda de infección 
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(Adamson 2012). La posición y longitud de las proteínas Gag y Pol generadas durante la 
maduración o procesamiento del virus por la PR viral se muestran en la Figura I.4. Se 
requiere un total de 11 reacciones proteolíticas para generar un virión viable (Figura I.4). 
Cada reacción ocurre en un único sitio de procesamiento o cleavage site (CS) formado por 
10 aminoácidos (aa) que difiere en su composición aminoacídica (de Oliveira T et al., 
2003; Torrecilla et al., 2014). Aunque se ha descrito una velocidad procesamiento 
diferente de cada una de las 11 reacciones proteolíticas, el mecanismo específico que 
controla esa velocidad aún no se entiende totalmente (Lee et al., 2012). En la Figura I.4 se 
señalan en color rojo los diferentes sitios de corte o CS en el genoma del VIH-1. El nº de 
CS no corresponde al orden de escisión sino a la posición en los precursores Gag y GagPol.  
 
Figura I.4. Sitios de procesamiento proteico en precursores virales Gag y GagPol del VIH-
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CS1 P17/P24 VSQNY/PIVQN VSQNY/PIVQN 1171-1200 391-400 127-136 
CS2 P24/P2 KARVL/AEAMS KARVL/AEAMS 1867-1896 622-631 358-367 
CS3 P2/P7 TT-IM/MQRGN SATIM/MQRGN 1906-1935 636-646 372-381 
CS4 P7/P1 ERQAN/FLGKI ERQAN/FLGKI 2071-2100 692-701 427-436 
CS5 P1/P6
gag
 RPGNF/LQSRP RPGNF/LQSRP 2119-2148 708-717 443-453 
 
CS6 P7/TFP ERQAN/FFREN ERQAN/FFRED 2071- 692-700 427- 
CS7 TFP/P6
pol
 ENLAF/QQGEA EDLAF/LQGKA 2097-2124 699-708  
CS8 P6
pol
/PR VSLSF/PQITL VSFNF/PQVTL 2239-2267 746-755 -51 
CS9 PR/RT
p51





 GAETF/YVDGA GAETF/YVDGA 3855-3883 1285-1294 591-600 
CS11 RT
p66
/INT IRKVL/FLDGI IRKVL/FLDGI 4215-4244 1405-1414 711-720 
 
Nº, posición CS en los precursores Gag y GagPol. Secuencia cons*: secuencia consenso de 
consensos sacada del GenBank (ver métodos); HBX2, secuencia de referencia del subtipo B 
(número de acceso en GenBank K03455); nt: nucleótido; aa: aminoácido. La longitud de cada CS 
es de 30 nt, por tanto, 10 aa. Los aa subrayados muestran los cambios en la secuencia HXB2 en 
comparación con la secuencia consenso de consensos de GenBank. CS, sitio de corte o cleavage 
site; P17, matriz; P24, cápside; P2, péptido espaciador 1; P7, nucleocápside; P1, péptido 
espaciador 2; TFP, proteína transframe; P6pol, proteína P6 generada a partir del precursor  Gag 
(Pr55Gag); P6gag,  P6pol, proteína P6 generada a partir del precursor GagPol (Pr160GagPol); PR, 







UBICACIÓN Y PAPEL BIOLÓGICO DE LAS PROTEÍNAS GAG Y POL 
 Las proteínas Gag, generadas a partir del procesamiento proteico de los 
precursores Pr55Gag y del precursor Pr160GagPol llevado a cabo por la PR viral, son 
esenciales para el virus, al tener papel estructural y/o funcional. Algunas desempeñan un 
papel biológico durante la morfogénesis, la salida del virus de la célula infectada y la 
infectividad viral, entre otras (Tabla I.1). La longitud y ubicación de proteínas Gag y Pol se 
muestran en la Tabla I.2.  
Tabla I.1. Funciones de las proteínas Gag y Pol 
PROTEÍNAS REGIÓN FUNCIÓN DETALLES 
P17 (MA) GAG Estructural 
Formación de la matriz viral, estabiliza la 
envoltura.  Acompaña al ADN al interior del 
núcleo antes de su integración. 
P24 (CA) GAG Estructural Formación de la cápside viral. 
SP1 (P2) GAG Reguladora 
Ensamblaje y morfogénesis, estabilidad del 
dímero ARN-VIH-1, e infectividad viral. 
P7 (NC) GAG 
Estructural  
y reguladora 
Formación de la nucleocápside viral, 
reconocimiento viral e incorporación del ARN 
al nuevo virión. 
SP2 (P1) GAG Reguladora Regulación del número de proteínas Gag y Pol. 
P6 GAG Reguladora 
Responsable de incorporación de vpr al virión.  
Implicada en salida viral. 
PR POL Funcional 
Procesamiento de los precursores proteicos 
Gag y Gag-Pol.  
RT POL Funcional 
Media la conversión del ARN viral en el ADN 
proviral. 
IN POL Funcional 
Integración del ADN proviral en el genoma 
huésped. 
 
P17, matriz; P24, cápside; P7, nucleocápside; P6, proteína P6 generada a partir de la poliproteína 





















P17 396 790-1185 132 1-132 
P24 696 1186-1881 232 133-363 
P2 39 1882-1920 13 363-377 
P7 165 1921-2085 55 378-432 
P1 48 2086-2133 16 433-448 
P6 156 2134-2292 52 449-500 
Total 1500 790-2292 500 1-500 
  
Pol 
PR 297 2253-2549 99 57-155 
RTp51 1320 2550-3869 440 156-595 
RTp66 1680 2550-4229 560 156-715 
IN 867 4230-5096 289 716-1004 
Total 2844 2253-5096 948 57-1004 
 
Posición respecto a la secuencia de referencia HXB2 (número de acceso en GenBank K03455). Nº, 
número; P17, matriz; P24, cápside; P2, péptido espaciador 1; P1, péptido espaciador 2; P7, 
nucleocápside; P6, proteína P6 generada a partir de la poliproteína precursora Gag; PR, proteasa; 





DIVERSIDAD GENÉTICA DEL VIH 
 Una de las principales características del VIH‐1 es su gran capacidad de 
variabilidad o heterogeneidad genética debido a la combinación de tres cualidades que 
presenta el virus: su alta tasa de replicación, su elevada frecuencia de mutación y su alto 
grado de recombinación. Se calcula que se producen y destruyen entre 1010 y 1012 nuevos 
viriones cada 2,5 días, que es el tiempo transcurrido entre generaciones virales (Perelson 
et al., 1996). Mientras tanto, por cada ciclo replicativo se producen, aproximadamente de 
1 a 10 cambios de nt de media y de 2 a 3 eventos de recombinación en cada cadena de 
ARN viral por ronda de replicación (Jetzt et al., 2000; Zhuang et al., 2002).  
 Las mutaciones, incluyendo inserciones y deleciones, permanecen en el genoma 
debido a que la RT carece de actividad correctora de errores, siendo incapaz de eliminar 
los nt erróneamente incorporados durante la transcripción inversa. Todo ello produce 
una alta diversidad genética en cada paciente y a nivel poblacional. De modo que, dentro 
de un individuo infectado, el virus se organiza como una población altamente 
heterogénea de distintas variantes con genomas íntimamente relacionados pero no 
idénticos. Esta estructura poblacional, llamada “cuasiespecie viral”, se caracteriza por un 
proceso constante de generación de mutantes, por la competición entre ellos y por la 
acción de eventos de selección positiva y/o negativa en las variantes generadas. Existe un 
equilibrio poblacional entre los nuevos mutantes y la eliminación de los menos viables. 
Estos procesos de selección tienen como resultado la dominancia del genoma o genomas 
virales con mayor eficacia biológica o fitness viral (variantes mayoritarias) rodeado de un 
amplio espectro de mutantes (variantes minoritarias) con un extenso rango de fenotipos 
(Briones y Domingo, 2008).  
 En teoría, todas estas variantes circulantes pueden integrarse en forma de 
provirus en las células y así estar representadas en el reservorio de linfocitos 
latentemente infectados. Si el medio en el que se replican cambiase, por ejemplo por la 
respuesta inmunitaria o por la exposición a fármacos ARV, la selección positiva otorgaría 
prioridad a la variante de la cuasiespecie portadora de aquellos cambios que supusieran 
una ventaja competitiva en ese nuevo ambiente replicativo. La presión de selección actúa 
sobre la estructura poblacional del VIH pero no sobre genomas individualizados, 
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favoreciendo una rápida adaptación del virus a los cambios. De esta manera cada 
individuo VIH+ estaría infectado por partículas de VIH con genomas diferentes pero 
genéticamente relacionados, sometidas a procesos de selección y sucesos al azar, lo cual 
permite evolucionar genéticamente al virus. Desde un punto de vista evolutivo, la 
existencia de cuasiespecies víricas es la consecuencia del proceso continuo de mutación, 
competición y selección de los genomas mejor adaptados a las condiciones que rodean al 
virus, como puede ser la presión selectiva ejercida por el sistema inmune o la presencia 
de fármacos ARV. 
 La extraordinaria variabilidad genética en el VIH tiene implicaciones clínicas y 
epidemiológicas importantes (Geretti 2006; Rouet et al., 2007) e implica un enorme 
desafío para el diseño de fármacos ARV, vacunas y terapias efectivas. Así mismo, estos 
viriones pueden presentar un amplio rango de fenotipos respecto a virulencia, tropismo 
celular, velocidad de replicación, composición antigénica y susceptibilidad a los fármacos 
ARV, dando al virus la capacidad de escapar al sistema inmune y al TAR. 
VARIANTES DEL VIH 
 A nivel global circulan numerosas variantes diferentes del VIH, cuya identificación 
y estudio se encarga la epidemiología molecular. El VIH se clasifica en dos tipos: 1 y 2 
(Clavel et al., 1986; Robertson et al., 2000). El VIH‐1 es el más extendido y es el 
responsable de la mayor parte de los casos de infección por VIH en el mundo. Mientras 
que el VIH‐2, identificado en 1986 (Clavel et al., 1986), es más cercano filogenéticamente 
al VIS que al VIH‐1 y parece ser menos patogénico y menos transmisible.  
 Basándose en su homología genética el VIH‐1 ha sido clasificado en cuatro grupos: 
grupo M (main o principal), grupo O (outlier o atípico), grupo N (no‐M, no‐O) y el grupo P. 
A su vez, el grupo M se ha subdividido en 9 subtipos denominados por letras (A, B, C, D, F, 
G, H, J, K) (Robertson et al., 2000; Peeters M, 2000) y múltiples recombinantes entre ellos 
(Figura I.5).  Los virus recombinantes o mosaico del VIH‐1 llevan fragmentos genómicos 
de distintos subtipos de los viriones parentales. Se originan por fenómenos de 
recombinación derivados de una coinfección viral (infecciones sucesivas) o una 
superinfección (infecciones simultáneas) a partir de dos subtipos diferentes del virus en 
INTRODUCCIÓN 
37 
un mismo hospedador. Esto ocurre en lugares donde hay una alta tasa de infección por 
VIH y circulan a la vez múltiples cepas del virus.  
Figura I.5. Esquema de la clasificación de las variantes del VIH 
 
 Las formas recombinantes pueden ser formas recombinantes circulantes (CRF, 
circulating recombinant forms) o únicas (URF, unique recombinant forms). Los CRF son 
recombinantes entre subtipos con secuencia completa y puntos de recombinación 
comunes, que han sido reconocidos en más de tres individuos infectados no relacionados 
epidemiológicamente. Hasta el momento se han descrito 88 CRF 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html) (Cheong et al., 2015; 
Hu et al., 2017) cada uno designado por un número identificativo y por los subtipos 
genéticos que están presentes en su genoma.  
 El resto de recombinantes, conocidos como URF, son recombinantes entre 
subtipos que se han encontrado en individuos aislados o en grupos de personas 
infectadas relacionadas epidemiológicamente. Al no compartir los puntos de 
recombinación a lo largo del genoma entre subtipos observados en los CRF conocidos, no 
se pueden agrupar entre ellos. Si los URF se transmiten sucesivamente y se extienden 
entre la población, podrían dar lugar a nuevos CRF. De hecho, ante el incremento 
exponencial en el número de CRF descritos, algunos autores han propuesto agrupar 
aquellos CRF similares en familias de recombinantes (Zhang et al., 2010), como también lo 
hemos hecho en esta Tesis y mostramos en el Anexo I (Peeters M, 2000). Dichas variantes 
están incrementando la prevalencia y complejidad de la pandemia, incluyendo algunos 
países Europeos (Yebra et al., 2012).  
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 La pandemia del grupo M VIH-1 se inició en Kinshasa alrededor de la década de 
1920 y su expansión en África Central estuvo relacionada con una red de transporte 
activo que conectaba los principales centros de población del país con otras regiones del 
África Subsahariana (Junqueira y Almeida, 2016). Mientras los virus del grupo M se han 
expandido con carácter de pandemia, los grupos O, N y P presentan baja prevalencia y se 
encuentran restringidos a África Subsahariana Occidental y Central. Existen evidencias de 
que el paso de VIS a humano en la cuenca del río Congo ayudó a la propagación no 
pandémica de los grupos O, N y P del VIH-1 en Camerún y países de su entorno (Faria et 
al., 2014).  
 Actualmente, la distribución mundial de las distintas variantes dentro del grupo M 
del VIH‐1 es muy heterogénea y poco a poco se comprueba como los límites geográficos 
entre subtipos van desapareciendo (Hemelaar et al., 2011) (Figura I.6). El subtipo B del 
grupo M, que representa tan sólo el 11% de las infecciones a nivel mundial, es el 
predominante en Europa Occidental, Estados Unidos de América y Canadá.  
 A pesar de esta baja prevalencia, el subtipo B es el más estudiado y utilizado como 
modelo para la investigación básica y clínica del VIH‐1, incluyendo el diseño y desarrollo 
de fármacos ARV, vacunas y test diagnósticos. Al resto de subtipos y formas 
recombinantes del grupo M del VIH‐1 distintas al subtipo B se las denomina comúnmente 
“variantes no‐B” del VIH‐1. Estas variantes no‐B son mayoritarias de manera global y son 
responsables de cerca del 90% de los cerca de 37 millones de infectados en el mundo. 
 En África Central, epicentro de la pandemia, coexisten un gran número de 
variantes del VIH‐1. En África subsahariana, donde vive el 70% de pacientes infectados 
por VIH-1, se han caracterizado todos los subtipos del VIH-1 y gran variedad de formas 
recombinantes. La forma recombinante CRF02_AG es la más frecuente en África 
Occidental. En el resto del mundo la distribución del VIH es debida con elevada 
probabilidad a diferentes fenómenos del efecto fundador, es decir, la expansión de una 
variante concreta por ser la primera en llegar. De esta manera cabe destacar el subtipo C 
predominante en África del Sur y Oriental y también en la India; el subtipo A, en los países 
de la antigua Unión Soviética y en ciertas regiones de África Oriental; así como el 
recombinante CRF01_AE como variante predominante en el sudeste asiático. Se han 
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observado brotes epidémicos causados por ciertos CRF en algunas partes del mundo 
(Kouri et al., 2015; Patiño et al., 2015). 




Adaptado de Hemelaar et al., 2011. Datos 2004-2007 
 Una de las consecuencias de los movimientos poblacionales, debidos a 
intercambios comerciales, migración y turismo, ha sido la introducción de variantes no‐B 
del VIH‐1 en países desarrollados donde la variante mayoritaria es el subtipo B. De hecho, 
la presencia de variantes no‐B es cada vez mayor, tras su introducción y posterior 
expansión, entre pacientes inmigrantes y autóctonos, desde zonas donde la infección por 
VIH-1 presenta altas tasas y donde las cepas no-B son prevalentes, como es el caso de 
África Subsahariana (Holguín et al., 2007; Yebra et al., 2009; Yebra et al., 2011). La 
proporción de subtipos no‐B y formas recombinantes del VIH‐1 entre los nuevos 
diagnósticos varía entre países, alcanzando incluso el 50% en Francia y Bélgica (Frange et 
al., 2008; Vercauteren et al., 2009; Brennan et al., 2010; Hemelaar et al., 2011; von Wyl et 
al., 2011; Ciccozzi et al., 2012; Dauwe et al., 2015). En España, la proporción de variantes 
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no‐B también está aumentando considerablemente, representando el 10‐15% de las 
infecciones por VIH. Aunque la variante no‐B más frecuente en España es el CRF02_AG 
(Yebra et al., 2012; Holguín et al., 2008a; González‐Alba et al., 2011), se han detectado 
casos de infección por todos los subtipos no‐B del VIH‐1 y de múltiples formas 
recombinantes incluyendo recombinantes complejos (Holguín et al., 2008b). De hecho, se 
ha descrito en España que una de cada 10 nuevas infecciones en adultos se debe a 
variantes no‐B del VIH‐1 y siete de cada 10 infecciones causadas por variantes no‐B están 
originadas por cepas recombinantes (Yebra et al., 2012). 
 Similares resultados han sido descritos recientemente en población pediátrica 
infectada por VIH-1 en nuestro país. Así, las tasas de infecciones por variantes no-B del 
VIH pasaron del 3,4% entre los niños y adolescentes diagnosticados en Madrid antes del 
año 2000 al 85,7% entre los diagnosticados en los últimos 5 años (2011-2015), todos ellos 
infectados por recombinantes del VIH-1 (Rojas P, PIDJ en prensa). 
GENERALIDADES DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL  
 El ciclo infectivo del VIH muestra varios pasos clave que han sido elegidos para el 
diseño de fármacos ARV que los bloqueen. La RT, IN y PR, enzimas fundamentales del 
ciclo viral (pasos 3, 4 y 7 en la Figura I.3, respectivamente), han sido elegidas como dianas 
moleculares para las principales familias de fármacos ARV componentes de los diferentes 
regímenes del TAR: ITIAN, ITINAN, IP e INI, respectivamente. A estas familias les han 
seguido los inhibidores de la entrada, que actúan sobre el receptor o sobre el correceptor 
(paso 1 en la Figura I.3) y los inhibidores de la maduración, que inhiben las reacciones de 
escisión, procesamiento o cleavage mediadas por la PR del VIH-1, que transforman la 
partícula del virus inmaduro no infeccioso en un virión maduro infeccioso, como se 
explicó previamente.  
 Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial de la infección por el VIH-1, 
en el momento actual, consisten en una combinación de tres fármacos que incluyan dos 
ITIAN asociados a un INI, o a un ITINAN, o bien a un IP potenciado (GeSIDA 2017). Los 
fármacos ARV autorizados en Europa, agrupados por familias, se muestran en el Anexo II, 
así como las combinaciones de ARV de inicio recomendadas por las guías nacionales 
(GeSIDA 2017) en el Anexo III.  
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 Se recomienda la administración de TAR a todos los pacientes con infección por el 
VIH, con o sin sintomatología, y con independencia del nº de linfocitos T CD4+. Ello ayuda 
a  evitar la progresión de la enfermedad y disminuir la transmisión del virus. Se 
consideran como excepción los pacientes que mantienen carga viral (CV) indetectable de 
forma mantenida sin TAR (controladores de élite). En este caso, no existe información que 
permita valorar el efecto beneficioso del TAR, por lo que no se puede establecer una 
recomendación de tratamiento (GeSIDA 2017). 
 Sin embargo, a pesar de contar con ARV potentes con gran capacidad para 
suprimir la replicación del virus y consecuentemente, de mantener la CV indetectable de 
la persona infectada, el VIH no se puede eliminar. El TAR es incapaz de erradicar la 
infección porque el VIH permanece latente en reservorios celulares y anatómicos, en los 
que elude tanto la respuesta inmunitaria como la acción de los fármacos. Esto implica la 
necesidad de mantener el tratamiento de por vida, lo que entraña un elevado riesgo de 
efectos adversos y también de incumplimiento terapéutico y, por consiguiente, de 
resistencia farmacológica. No obstante, gracias al TAR una alta proporción de pacientes 
VIH positivos tienen una calidad de vida prácticamente normal a pesar de los posibles 
efectos adversos.  
EVALUACIÓN Y MONITORIZACIÓN DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL  
 Los principales parámetros a evaluar durante el seguimiento del TAR son el 
número y porcentaje de linfocitos T CD4+, la CV plasmática, la detección de resistencias, 
la concentración plasmática de fármacos ARV, el tropismo viral, el nivel de adherencia al 
TAR y la caracterización de la variante genética infectante.  
Linfocitos T CD4 
 La cifra de linfocitos T CD4+ representa el principal indicador del estado 
inmunológico. Permite estatificar la infección por VIH, evaluar el riesgo de comorbilidad o 
mortalidad y la vulnerabilidad a ciertas infecciones oportunistas, así como la necesidad de 
profilaxis y eventual discontinuación (Asboe et al., 2012; GeSIDA 2015). Por ello se debe 
cuantificar el nº de linfocitos CD4+ antes de iniciar el TAR y de manera periódica una vez 
iniciado éste, y también en pacientes controladores de élite (Kimmel  et al., 2005; Sayana 
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et al., 2011; Gale et al., 2013; Gatell et al., 2013). Tras el estudio START (Insight Start 
Study Group et al., 2015) se reconoce la indicación universal de TAR a todos los pacientes, 
independientemente del recuento de linfocitos T CD4+.  
Monitorización de la carga viral plasmática  
 La CV o niveles en plasma de ARN del VIH-1 expresado en copias/ml o log, es la 
expresión de la replicación viral y por consiguiente, de la cantidad de virus circulante. 
Asimismo, es el parámetro de elección para monitorizar el TAR, asegurando su éxito al 
discriminar entre problemas de adherencia y fracaso en el TAR (HIV/AIDS. WHO 2016). La 
CV ha de determinarse en la valoración inicial del paciente, antes y durante el TAR (Huang 
et al., 2001; Asboe et al., 2012; Bonner et al., 2013), variando la frecuencia de 
determinaciones en función del estado del paciente (Kieffer et al., 2004) o cuando se 
precisa confirmar un valor no esperado.  El TAR pretende controlar a valores mínimos la 
replicación viral, disminuyendo de forma permanente la viremia, alcanzando unos niveles 
de CV indetectables. Se considera CV indetectable por debajo del límite de detección de 
las técnicas comercializadas, que oscila normalmente entre < 20 y < 50 copias de ARN-
VIH-1/ml, o incluso menos, según la técnica empleada. Mantener viremias inferiores a 50 
copias de ARN-VIH-1/ml se asocia a máxima recuperación inmunológica, reducción de la 
transmisión de la infección por VIH y prevención de mutaciones de resistencia (MRD) 
(Nettles et al., 2004; Siliciano JD  y Siliciano RF, 2013). Si bien en la actualidad, en nuestro 
entorno, más del 80% de los pacientes que inician TAR pueden alcanzar una CV <50 
copias/ml a las 48 semanas (GeSIDA 2017), contar con técnicas que determinen 
fiablemente la CV hasta 1 copia/ml permitiría conocer el grado de replicación residual 
comparando la capacidad de distintos TAR para inhibir esta replicación, y finalmente 
aumentar las opciones de erradicar la infección por VIH. Cuando la CV se mantiene 
detectable (>50 copias/ml) en dos determinaciones consecutivas tras 24 semanas del 
inicio del TAR o bien cuando se vuelve detectable en dos determinaciones consecutivas 
(separadas 2-4 semanas) tras alcanzar indetectabilidad, se produce un fracaso virológico 
(FV), independientemente de si se producen o no selección de MRD (GeSIDA 2017). 
Aunque éstas son las definiciones más aceptadas de FV se pueden encontrar 
discordancias (EACS 2016; WHO 2016). 
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Concentraciones plasmáticas de fármacos antirretrovirales 
 Conocer la concentración de ARV en plasma permitiría monitorizar la adherencia, 
evaluar la respuesta terapéutica, evitar toxicidad por sobredosificación y selección de MR 
por niveles subóptimos, optimizar la dosis en función del perfil genotípico de la cepa 
infectante y prevenir interacciones entre fármacos. Sin embargo, su determinación 
presenta limitaciones que desaconsejan su uso en la práctica clínica habitual. Se han 
observado resultados discordantes de eficacia en estudios prospectivos, se desconocen 
los rangos terapéuticos asociados a respuesta o reducción de efectos adversos, 
variabilidad interindividual (por sexo, edad, peso, entre otros), no se pueden medir para 
ITIAN y la tecnología necesaria no siempre está disponible en los laboratorios 
(Wertheimer et al., 2006).  
Determinación del HLA‐B*5701 
 La determinación del HLA-B*5701 reduce al 50% el riesgo de presentar una 
reacción de hipersensibilidad a Abacavir (ABC) por lo que se debe determinar en todos los 
pacientes que inicien un TAR con este fármaco. Dicha reacción de hipersensibilidad 
consiste en un síndrome multiorgánico presente en un 5-8% de pacientes de raza blanca 
que toman ABC y puede ser mortal (Hughes et al., 2008).  
Determinación del tropismo viral del VIH-1 
 El tropismo viral viene definido por el uso de los correceptores de quimiocinas 
CCR5 o CXCR4 presentes en células inmunitarias en el momento de entrada del VIH en la 
célula. Existe un único fármaco comercializado, Maraviroc (MVC), integrante de la familia 
de fármacos antagonistas de CCR5, con una potente actividad anti‐VIH pero sin beneficio 
en aquellos con tropismo X4 (Sayana y Khanlou, 2009; Vandekerckhove et al., 2009; 
Fatkenheuer et al., 2010). Diferentes grupos nacionales (Poveda et al., 2010) y europeos 
(Vandekerckhove et al., 2011) recomiendan determinar el tropismo antes de iniciar el 
tratamiento con MVC, ya sea como rescate o en pacientes sin TAR previo en los que 
parezca una buena elección. El tropismo se puede determinar por métodos genotípicos 
que determinan la secuencia de la región V3 de la gp120, siendo la técnica de referencia 
actual (Poveda et al., 2010; GeSIDA 2017). Asimismo, existen métodos fenotípicos, como 
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el Enhanced Sensitivity Trofile Assay (ESTA), pero son técnicas complejas, caras y menos 
rápidas (Svicher et al., 2010; Genebat et al., 2011). 
Determinación de la adherencia al tratamiento 
 El control virológico depende de múltiples factores. Una adherencia al TAR 
incorrecta, o incapacidad del paciente para implicarse en la elección, inicio y 
cumplimiento del mismo, es la principal causa de fracaso terapéutico y, en último 
término, de mortalidad (Hogg et al., 2002). Entre las causas de mala adherencia destacan 
una mala relación médico‐paciente, el uso de drogas, el deterioro neurocognitivo, un bajo 
nivel educativo, la barrera idiomática, la falta de apoyo social y los efectos secundarios 
del TAR (Mills et al., 2006; Grierson et al., 2011; Al-Dakkak et al., 2013 Nachega et al., 
2014).  
 Una vez iniciado el TAR la adherencia debe monitorizarse y reforzarse 
coincidiendo con las visitas clínicas para evitar niveles subterapéuticos de fármaco que 
faciliten la replicación del VIH y desarrollo de MRD. La mejor estrategia para evitar la mala 
adherencia es el uso de regímenes completos en comprimido único, ya que se asocia con 
menores tasas y costes de hospitalización (Cohen et al., 2013). Además, ante un paciente 
en el que se sospeche una adherencia incorrecta es preferible iniciar TAR con pautas 
basadas en IP potenciado, en los que la aparición de MRD es más difícil dada su elevada 
barrera genética (Bangsberg et al., 2007).  En junio de 2008 el Grupo de estudio del Sida 
(GeSIDA), el Plan Nacional sobre el Sida (PNS) y la Sociedad Española de Farmacia 
Hospitalaria (SEFH), revisaron los factores que influyen en la adherencia y las posibles 
estrategias de mejora (GeSIDA/SEFH/PNS, 2008). 
RESISTENCIAS A ANTIRRETROVIRALES TRANSMITIDAS Y ADQUIRIDAS. 
IMPLICACIÓN CLÍNICA  
 Debido a la estructura en cuasiespecie del virus y a la imposibilidad de la supresión 
completa de su replicación, tras el inicio del tratamiento el VIH puede seleccionar 
rápidamente variantes preexistentes portadoras de mutaciones que le confieran una 
reducción de susceptibilidad o incluso resistencia a los fármacos ARV. Se han descrito 
MRD para todos los ARV desarrollados hasta el momento, independientemente del gen 
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diana. Estas mutaciones alteran la forma y las propiedades bioquímicas de las proteínas 
virales, y así son capaces de reducir la actividad del ARV. Las variantes de VIH-1 con MRD, 
en general tienen menor capacidad replicativa o fitness (Tang y Shafer, 2012).  
  
 Los episodios de fracaso terapéutico debido a la selección de virus con MRD 
(también llamado fracaso virológico o FV) que el paciente VIH desarrolla durante su curso 
clínico, perfilan diferentes patrones mutacionales en los genes diana de fármacos ARV, 
que han inducido al fracaso. Así, ya se han identificado las mutaciones más relevantes 
asociadas a resistencia a los ARV para personas no expuestos al TAR o naive (mutaciones 
transmitidas o MRT), descritas por la OMS (Bennett et al., 2009).  Las MRD de virus que 
infectan a pacientes con experiencia previa al TAR o tratados (mutaciones adquiridas o 
MRA) se incluyen en el listado de la International AIDS Society-USA (IAS-USA) actualizado 
anualmente (Wensing et al., 2017) (Tabla I.3). La transmisión de resistencias transmitidas 
se ha estabilizado en Europa (Hofstra et al., 2016) y en España en valores menores del 9% 
(Monge et al., 2012; Monge et al., 2014). Sin embargo, la tasa de MRT a nivel mundial 
depende de la región geográfica estudiada (Rhee et al., 2015). 
 La detección de variantes virales resistentes a los fármacos puede realizarse 
mediante técnicas genotípicas o fenotípicas (Hirsch et al., 2008). Los ensayos genotípicos 
son los más utilizados en la práctica clínica y detectan cambios específicos o MRD en la 
región genética viral que codifica las proteínas diana de los fármacos ARV (PR, RT, INT y 
proteínas de la envuelta o gag). Si se emplean técnicas de secuenciación convencional 
(Método de Sanger), podremos detectar aquellas MRD presentes en más del 15-20% de la 
población viral. Sólo con secuenciación masiva o de clones moleculares detectaremos 
MRD en menor porcentaje.   
 Las técnicas fenotípicas determinan la respuesta de la población viral mayoritaria a 
concentraciones crecientes de los distintos fármacos ARV y son más laboriosas. Para la 
determinación genotípica de resistencias a fármacos ARV existen técnicas comerciales 
(ViroSeq® HIV‐1 genotyping system de Abbott Molecular) y no comerciales, pero todas 
amplifican el gen pol del VIH-1 mediante PCR y secuencian el amplicón generado, para 
identificar la presencia de las MRD. 
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 La interpretación apropiada de los estudios genotípicos se desarrolla mediante 
algoritmos computarizados que requieren una actualización continuada y hay varios 
disponibles en internet: http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra 
http://engine.euresist.org/data_analysis/Default.aspx?method=viral_sequence; 
http://www.geno2pheno.org/; http://retic-ris.net/Programa1/WP3.Resistencias.aspx; 
entre otros. Aunque uno de los algoritmos de interpretación de resistencia genotípica 
más utilizado en la mayoría de los países es el programa HIVdb de la Universidad de 
Stanford (https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-mutations/), y que incluye las MRA de la 
IAS-USA 2017 y otras (Tabla I.3).  
Tabla I.3. Listado de mutaciones de resistencia a antirretrovirales en pacientes naive (A) 
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MRA en pacientes tratados 


































































































MRT, mutaciones de resistencia transmitidas presentes en pacientes  naive naive conforme al 
listado de la OMS (Bennet 2009); MRA, mutaciones de resistencia adquirida en pacientes en 
TAR según el listado de IAS-USA 2017 (Wensing et al., 2017) y de la Universidad de Stanford 
(https://hivdb.stanford.edu; Drug Resistance Summaries). Con asterisco rojo (*), las MRA que  
no aparecen en el listado IAS-USA 2017 pero sí en la web de Stanford. En azul se indican 
mutaciones sólo presentes en uno de los listados. “En negrita”, mutaciones primarias. 
Sombreadas en gris, mutaciones que pueden ser tanto mutaciones primarias (“major 
mutations”) en IAS-USA 2017 como mutaciones secundarias o accesorias en Stanford (“minor 
mutations”). *69 inser: Complejo de inserción 69 de 2 o más amino ácidos (S-S, S-A, S-G, u 
otros), asociado a resistencia a todos los ITIAN aprobados actualmente por la FDA cuando se 
presentan con 1 o más mutaciones asociadas a análogos de timidina (TAM) en los codones 41, 
210, o 215.  
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La transmisión de variantes del VIH‐1 resistentes a ARV ha sido ampliamente 
documentada y asociada a fracaso al TAR (Little et al., 2002; Kuritzkes et al., 2008). Estos 
mutantes resistentes pueden quedar archivados por meses o años en el ADN proviral, en 
el genoma de la célula hospedadora y emerger al ser seleccionados por el TAR (Persaud et 
al., 2007). Por ello, se debe de realizar ensayo de resistencia genotípica en todo paciente 
en el momento del diagnóstico y antes de empezar TAR, para confirmar si no se ha 
infectado con una cepa ya resistente que pudiera comprometer su primer TAR (Li et al., 
2011; Wittkop et al., 2011; Cozzi-Lepri et al., 2015). También se recomiendan estudios de 
resistencia en aquellos pacientes en tratamiento que presentan fracaso al TAR, al no 
controlar su CV. La no detección de MRD durante un FV sugiere falta de adherencia al TAR 
o ausencia de presión farmacológica  (GeSIDA 2017). En el caso de resistencias en la IN, 
únicamente se recomienda su estudio si existe alta sospecha de transmisión de 
resistencias a esta familia (multirresistencia en PR y/o RT o caso índice tratado con INI) 
(GeSIDA 2017).   
VARIABILIDAD NATURAL EN RESIDUOS DE POL RELACIONADOS CON 
RESISTENCIA A ANTIRRETROVIRALES  
 Existen polimorfismos presentes de manera natural a lo largo del genoma, 
conocidos como polimorfismos naturales, específicos de uno o varios subtipos o 
recombinantes y fijados en el genoma durante la evolución viral. Algunos de esos 
polimorfismos se localizan en algunas posiciones de las proteínas de ciertas variantes del 
VIH relacionadas con resistencia a ARV que pueden afectar a la susceptibilidad de 
fármacos ARV (Tabla I.4). Así, se ha visto que polimorfismos naturales en VIH-2 son 
responsables de la resistencia natural a los ARV ITINAN, a algunos IP y a enfuvirtida (ENF) 
(Parkin et al., 2004; Witvrouw et al., 2004). También se han observado en ciertas 
variantes no-B del VIH-1 y en los subtipos B (Yebra et al., 2010a; Yebra y Holguín 2010b; 





Tabla I.4. Polimorfismos y resistencias naturales en variantes no-B del VIH-1 
 
Polimorfismos naturales en 
variantes no-B del VIH-1* 
 Impacto Mutaciones de resistencia 
ITIAN Ninguno  Sensible a ITIAN 
 
Mismas que en subtipo B  
Subtipo C: mayor frecuencia de K65R 
Subtipo A: menor frecuencia de K65R que en subtipos B y C 
Sugeridas vías de adquisición de TAM diferentes entre 
variantes 
CRF06_cpx parece desarrollar TAMS más rápido que 
CRF02_AG 




natural del Grupo 
O a ITINAN 
Subtipo C: se adquiere antes V106M que en B. Mayor 
frecuencia de K103N e Y181C que subtipos A y D y 
sobreestimación de resistencia a rilpivirina (RPV) y a 
etravirina (ETV) por algunos algoritmos. 
Subtipo F: mayor frecuencia de V106I que en subtipo B 
IP 
 
Grupo O: Q58E 
Variantes no-B: L10VI, 
V11I, G16E, K20RI, L33IV, 
M36ILV, D60E, I62V, 
L63P, I64MV, H69KR, 
A71V, V77I, V82I, L89MI, 
I93L (mutaciones 
secundarias) 
 Sensible a IP** 
Algunos de estos 
cambios tienen 
efecto en la barrera 
genética de IPs o 
pueden promover  
vías de resistencia 
alternativas 
Mismas que en subtipo B 
Subtipo C: resistencia a nelfinavir (NFV) vía L90M vs. vía 
D30N (subtipo B) 
L89MI promueve aparición de L90M 
K20I y M36I mejoran capacidad replicativa con IP in vitro 
No se recomienda utilizar algoritmo ANRS en cepas con 
polimorfismos naturales en posiciones M36, H69 y L89 para 
la  interpretación de resistencias a tipranavir (TPV) 
IF Grupo O y N: S138A   No se conoce el 
impacto 
Mismas que en subtipo B 
INI*** E157Q (CRF03_AB) 
G163R (CRF44_BF)  
 No se conoce el 
impacto 
Mismas que en subtipo B 
Subtipo C: N155H confiere menor nivel de resistencia 
MVC   Sensible a MVC Determinación del Tropismo: 
Existe una mayor variabilidad de la secuencia V3. Los 
algoritmos genotípicos están optimizados para el subtipo B 
del VIH-1. 
Interpretación igual que para subtipos B excepto para 
variantes de subtipo C, en las que se recomienda usar la 
"matriz C" de PSSM 
 
Tabla elaborada y cedida por la Dra. África Holguín de las próximas Guías de resistencias de la Red Española 
de Investigación en Sida (RIS) 2017-2018.  
* Polimorfismos presentes en >90% de secuencias virales en pacientes naïve de al menos alguna variante 
del VIH-1, incluyendo grupos O, N, P; subtipos distintos del B (A, C, D, F, G, H, J, K) y los 79 recombinantes 
circulantes (CRF) del grupo M del VIH-1 descritos hasta la fecha de elaboración de la tabla 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). 
** Se requieren más estudios para entender mejor la susceptibilidad a cada IP de las variantes con 
polimorfismos naturales en una o más posiciones de resistencia secundaria y su efecto en el desarrollo de 
resistencias primarias. 
*** Tres cambios en la integrasa previamente asociados a resistencia a INI (V72I, L101I, T124A), se podrían 
considerar polimorfismos naturales en ausencia de terapia en un gran número de variantes diferentes del 
subtipo B del VIH-1 (Llácer Delicado 2016). 
ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleos(t)ido; ITINAN: inhibidores de la 
transcriptasa inversa no análogos de nucleósido; IP: inhibidores de la proteasa; INI: inhibidores de la 
integrasa; MVC: maraviroc. 
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 Estos polimorfismos naturales asociados a resistencia a ARV y presentes en ciertas 
variantes del VIH (tipos, grupos, subtipos, CRF) podrían comprometer la eficacia 
terapéutica de estos fármacos en los pacientes infectados con esas cepas. Así, algunos 
polimorfismos naturales en posiciones de la PR relacionadas con resistencia a IP podrían 
conferir una gran susceptibilidad a IP en subtipos no‐B del VIH‐1 (González et al., 2003; 
Santos et al., 2012), mejorar la capacidad replicativa viral in vitro (Holguín et al., 2006b), 
reducir la barrera genética (número de mutaciones que el virus necesita acumular para 
desarrollar resistencia) de algunos fármacos IP (Van de Vijver et al., 2005) o afectar a la 
afinidad de unión entre fármaco y sustrato (Kinomoto et al., 2005). Ello refuerza la 
necesidad de tomar en cuenta las variantes del VIH-1 en la interpretación de los estudios 
de resistencias. 
GAG COMO DIANA TERAPEÚTICA  
 A pesar de que los diferentes regímenes de TAR disponibles en la práctica clínica 
se basan en la inhibición de proteínas virales (PR, RT e IN), o de la unión de gp120 con los 
correceptores celulares (CCR5), o de la fusión virus-célula, hay otras proteínas virales que 
son dianas potenciales de fármacos. Las proteínas Gag son una nueva diana ARV 
potencial, se están desarrollando nuevos compuestos que interfieren con la generación 
de proteínas Gag activas y, por tanto, con la maduración del virus (Adamson et al., 2009). 
Bevirimat fue el primer candidato a los inhibidores de maduración, al impedir la 
formación de proteína P24 de la CA viral, inhibiendo el procesamiento de los precursores 
virales Gag y Gag-Pol por la PR viral (Li et al., 2006). Aunque podría ser activo en pacientes 
infectados por distintas variantes del VIH-1 (Yebra y Holguín, 2008), ha presentado 
limitaciones y actualmente hay más compuestos de esta familia de fármacos ARV 
inhibidores de maduración en desarrollo clínico (Blair et al., 2009; Titolo 2010; Urano et 
al., 2015; Spearman 2016). 
MUTACIONES  EN GAG IMPLICADAS  EN RESISTENCIAS A INHIBIDORES DE 
LA PROTEASA  
 Se ha observado una asociación entre mutaciones en ciertas proteínas Gag y 
mutaciones de resistencia a inhibidores de la proteasa (MRD-IP) en pacientes en FV en 
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tratamiento con IP, incluso en ausencia de mutaciones en la PR (Fun et al., 2011). Estos 
cambios se pueden ubicar en ciertos sitios de procesamiento proteico para generar las 
proteínas Gag (Gag Cleavage Sites o GCS) (Nijhuis et al., 2007; Sutherland et al., 2015a). 
Por ello, cambios en Gag han sido propuestos como un nuevo mecanismo de resistencia a 
IP, que explicaría dicha resistencia a IP en ausencia de MRD en la PR (Nijhuis et al., 2007; 
Sutherland et al., 2015a; Giandhari et al., 2016). Sin embargo, ciertas mutaciones en el 
gen gag contribuyen a resistencia a IP, pero sólo en presencia de MRD primarias a IP 
(Giandhari et al., 2016).  
 Estos cambios en Gag dentro o fuera de los GCS pueden restaurar defectos en la 
capacidad replicativa o fitness del VIH-1, asociados a mutaciones en la PR en virus 
resistentes a IP, actuando como mutaciones compensadoras (Adamson et al., 2009; 
Kaufmann et al., 2001). También pueden aumentar la eficacia del corte por la PR salvaje 
(wild type) conduciendo a la resistencia a IP. Se ha observado que virus con PR 
resistentes, que alteraban la capacidad proteolítica del corte en el GCS P7/P1, podrían 
seleccionar cambios en gag que recuperan la capacidad replicativa del virus y permitir el 
procesamiento óptimo en ese sitio por la PR mutante (Van Maarseveen et al., 2012). Por 
tanto, mutaciones en gag contribuyen a la resistencia a IP en pacientes tratados 
compensando la pérdida de fitness viral y se ha sugerido que la región amino terminal de 
gag influiría en la susceptibilidad a IP y capacida replicativa (Parry et al., 2011). La 
coevolución gag y pol in vivo podría ser empleada por el virus para evadir la presión 
selectiva realizada por los fármacos ARV y podría esperarse una asociación entre patrones 
mutacionales en gag con ciertas MRD a fármacos surgidas tras el TAR y especialmente 
tras el fracaso terapéutico, sobre todo en TAR con IP (Banke et al., 2009; Knops et al., 
2010; Fun et al., 2012). La coevolución de la PR y su sustrato gag durante el tratamiento 
con IP podría afectar potencialmente al tratamiento con futuros inhibidores de 
maduración (Fun et al., 2011). 
 Existe una asociación entre MRD a ciertos inhibidores de la maduración y MRD-IP 
(Verheyen et al., 2010). Así,  se ha encontrado en análisis longitudinales de pacientes en 
FV en tratamiento de primera línea con IP, incluyendo lopinavir (LPV), que la mutación 
76V en la PR, previamente asociada a fracaso con LPV, se asociaba con los cambios M46I 
en la PR y A431V en el sitio de procesamiento NC/P1 de Gag (Knops et al., 2010). Por 
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tanto, este sería un caso donde cambios en gag cooperan con mutaciones en PR 
originando resistencia a IP. Este cambio en gag ya había sido descrito previamente en el 
23% de pacientes con FV a IP (Bally et al., 2000).  
 El polimorfismo natural P453L en gag se relacionó con MRD-IP vía I84V versus 
V82I (Bally et al., 2000). Otros autores sugirieren distintas asociaciones entre ciertos 
cambios en gag con MRD-IP: A431V  (en NC) asociado a I54V y V82A en la PR, I437V (en 
P1) con I54V-V82F/T/S de la PR y L449F/R452S/P453L (en P6) con D30N-I84V en PR 
(Verheyen et al., 2006). Se ha descrito que virus con L76V en la PR o  I437T/V en gag 
podrían inducir resistencia al IP darunavir (DRV) sin necesidad de existir ninguna otra 
mutación (Lambert-Niclot et al., 2008; Larrouy et al., 2011).  A pesar de lo previamente 
expuesto, hay pocos estudios genéticos sobre variabilidad natural de gag y de los GCS y 
de su relación con resistencia a fármacos y fracasos terapéuticos para su aplicación 
clínica.  
 Por ello, esta Tesis se dedica principalmente a estudiar la variabilidad natural que 
existe en los codones asociados a resistencia en la PR, RT, IN y Gag del VIH-1, así como en 
los sitios de procesamiento proteico que originan las proteínas virales Gag y Pol, en todas 
las variantes del VIH-1. Para ello hemos incluido el panel más amplio de variantes del VIH-
1 analizado hasta la fecha, incluyendo por primera vez secuencias de los 4 grupos del VIH-
1 y de todos los subtipos y todos los recombinantes CRFs con secuencia disponible en el 
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SECUENCIAS DEL VIH-1 
 Para realizar esta Tesis se emplearon dos fuentes de secuencias del virus, en 
función de cuales fueran los objetivos planteados: 
1. Secuencias de distintas variantes del VIH-1 en diferentes regiones genéticas del 
virus (gag, pol CDS, PR, RT e IN) disponibles en la base de datos del Laboratorio 
Nacional de los Álamos de EE. UU. (LANL), 
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html) que recoge 
automáticamente todas las secuencias del VIH unas semanas después de que 
hayan sido depositadas en el GenBank 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GENBANK/genbank.html). Dado que 
es el origen de las secuencias, emplearemos el término GenBank como fuente de 
secuencias cuando corresponda a lo largo de esta Tesis.  
2. Secuencias de VIH-1 recuperadas de muestras clínicas de pacientes infectados 
disponibles en el Laboratorio de Epidemiología Molecular del VIH (EpiMolVIH), el 
cual está adscrito al Departamento de Microbiología y Parasitología del Hospital 
Universitario Ramón y Cajal (RyC) y al Instituto Ramón y Cajal de Investigación 
Sanitaria (IRYCIS). 
DESCARGA DE SECUENCIAS DE VIH DE LA BASE DE DATOS GENBANK 
 En el GenBank se recopilan todas las secuencias genéticas del VIH-1 y VIH-2, 
dándoles un número de acceso para su identificación y posibilidad de descarga desde 
cualquier ordenador. Fue creado por la División de SIDA del Instituto Nacional de Alergia y 
Enfermedades Infecciosas (NIAID), que forma parte del National Institutes of Health (NIH) 
y constituye una colección de disponibilidad pública de secuencias de ADN que se 
actualiza periódicamente. 
La página web también permite el acceso a un gran número de herramientas 
bioinformáticas que pueden ser utilizadas para la descarga y análisis de secuencias. 
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 Para nuestro estudio descargamos de GenBank todas las secuencias 
pertenecientes a cada una de las variantes del VIH-1 existentes en formato fasta, que es 
un fichero en formato texto utilizado para representar secuencias de ácidos nucléicos o 
de proteínas requeridas para análisis bioinformáticos. En caso de la descarga de 
secuencias de nt, éstos se pueden traducir a aa si se requiere para el análisis. En el 
formato fasta los pares de bases nucleotídicos (A, adenosina; C, citosina; G, guanina; T, 
timidina) o los aa se representan usando códigos de una única letra, como se indica en la 
sección de abreviaturas. La Figura M.1 indica cómo se selecciona desde GenBank la 
región genética cuyas secuencias queremos descargar de la variante o variantes del VIH-1 
de interés.  
Figura M.1. Descarga de secuencias de la Base de Datos del GenBank 
 
 
   A     Selección de la variante VIH-1 a descargar.  
 
   B     Selección de la región genómica de interés. 
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 La Figura M.2 muestra un ejemplo de secuencia fasta de la PR  viral. En el formato 
fasta, la línea de cabecera, que comienza con '>', proporciona un nombre y/o un 
identificador único a la secuencia, de la región viral y del número de aa y nt, junto con 
otra información adicional si procede (tipo de paciente, estudio, etc). La simplicidad del 
formato fasta hace fácil el manipular y analizar secuencias. 




 De esta manera recopilamos secuencias pertenecientes a de cada uno de los 4 
grupos (M, O, N, P), 9 subtipos del grupo M (A, B, C, D, F, G, H, J y K), sub-subtipos (A1, A2, 
F1 y F2) y de todos los recombinantes CRF del grupo M del VIH-1 disponibles en el 
GenBank a fecha de estudio. Como secuencia de referencia empleamos la secuencia del 
aislado HXB2 del subtipo B del VIH-1 (nº de acceso GenBank K03455), en la secuencia 
genética de interés.  
 Durante esta Tesis analizamos las diferentes regiones genómicas del virus de 
interés para nuestro estudio: la región codificante de gag (que codifica para las proteínas 
Gag: P17, P24, P2, P7, P1 y P6 del VIH-1), de pol completo (Pol CDS, que codifica para las 
proteínas: PR, RT e IN), o de las zonas codificantes de las proteínas Pol por separado (PR, 
RTp51 e INp31). La longitud y ubicación de las proteínas Gag y Pol estudiadas se indican en 
la Tabla I.1 de la Introducción. En cada capítulo se describirán las secuencias analizadas, el 
criterio de inclusión, la fecha de descarga, los filtros empleados, y otros procedimientos 
más específicos de los estudios llevados a cabo.   
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DESCARGA DE SECUENCIAS CONSENSO DE CADA SUBTIPO, SUB-SUBTIPO Y 
RECOMBINANTE CRF DEL VIH-1  
 Las secuencias consenso se definen como aquellas secuencias que representan a 
la población viral del individuo infectado. Dicha secuencia consenso tiene en cada 
posición nucleotídica (o aminoacídica),  el nt (o el aa) más frecuente de la población viral 
que infecta al paciente tras realizar un alineamiento de múltiples secuencias. 
Generalmente, ese nt (o aa) más frecuente está presente en más del 50% de los viriones 
del compartimento estudiado (sangre periférica normalmente). Las secuencias consenso 
para las regiones del genoma gag y pol se pueden encontrar y descargar de LANL 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html#consensus) para 
todos los subtipos del grupo M (A, B, C, D, F, G, K incluyendo los sub-subtipos A1, A2, F1 y 
F2) y para 11 de las 88 formas recombinantes circulantes descritas en la actualidad: 
CRF01_AE, CRF02_AG, CRF03_AB, CRF04_CPX, CRF06_CPX, CRF07_BC, CRF08_BC, 
CRF10_CD, CRF11_CPX, CRF12_BF, CRF14_BG. El subtipo K y la CRF07_BC no disponen de 
secuencia consenso para la región pol, sólo para gag; y el sub-subtipo F2 no dispone de 
secuencia consenso para la región gag, únicamente para pol. Asimismo, podemos 
encontrar una secuencia consenso del grupo M, la cual se trata de un consenso realizado 
a partir de las secuencias consenso disponibles para los subtipos A, B, C, D, F, G y H, 
obtenidas tras alinear todas las secuencias disponibles y depositadas en la base de datos 
de GenBank de la variante concreta en gag y pol, incluyendo sólo 1 secuencia por 
paciente y eliminando las secuencias muy similares y aquellas problemáticas. A esta 
secuencia la llamamos secuencia consenso de consensos.  
 Con el fin de buscar los dominios conservados en gag y pol entre variantes, 
seleccionamos y descargamos todas las secuencias consenso de la región genómica de 
interés disponibles en GenBank tras acceder a 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html) y realizar en el campo 
“Options” las siguientes elecciones: “Alignment type: Consensus/Ancestral Sequences”; 
“Region: GAG o POL”; “Subtypes: All” y dentro de “DNA (para nt) o Protein (para 
aminoácidos)” (Figura M.3).   
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Figura M.3. Descarga de las secuencias consenso del VIH-1 disponibles en GenBank 
 
 
GENERACIÓN DE SECUENCIAS CONSENSO A PARTIR DEL ALINEAMIENTO DE 
SECUENCIAS DISPONIBLES EN GENBANK 
 Para ciertas variantes del VIH-1, sobre todo los nuevos recombinantes CRF, no 
existían en GenBank secuencias definidas como consenso o mayoritarias. Por ello, 
procedimos a alinear todas las secuencias disponibles tanto para las variantes que ya 
disponían de secuencia consenso en GenBank como para todas las demás que no la 
tenían. Después analizamos la conservación en las distintas posiciones nucleotídicas para 
definir nuestras secuencias consenso propias para cada variante del VIH-1 en las que en 
cada posición del alineamiento se localiza el nt más prevalente en la población viral.   
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ALINEAMIENTO Y EDITADO DE SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS Y 
AMINOÁCIDOS  
 Para alinear y editar todas las secuencias de nt recuperadas de GenBank en 
formato fasta, incluida la secuencia consenso de consensos descargada de GenBank, 
empleamos las versiones 5.0 y 6.0. del programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis, http://www.megasoftware.net./) (Tamura et al., 2011; Tamura et al., 2013), 
generando un alineamiento similar al que se observa en la Figura M.4. El programa MEGA 
nos permite realizar análisis moleculares relacionados con la filogenia, puesto que 
proporciona herramientas para buscar y analizar secuencias de proteínas o nt con 
perspectivas evolutivas. Este software se  desarrolló para análisis comparativos de 
secuencias de ADN y proteínas que están dirigidas a inferir los patrones evolutivos 
moleculares de genes, genomas y especies con el tiempo (Kumar et al., 1994; Tamura et 
al., 2011).  
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 Tras obtener el alineamiento procedimos a editarlo eliminando los gaps o espacios 
vacíos (sin nt o aa) dentro de las secuencias, para su posterior traducción que nos 
permitió convertir los alineamientos de nt en aa empleando el mismo programa MEGA. 
IDENTIFICACIÓN DE LOS RESIDUOS Y DOMINIOS CONSERVADOS ENTRE 
VARIANTES  
 Una vez alineadas todas las secuencias procedentes de GenBank para cada una de 
las variantes VIH-1 existentes en la región o regiones genéticas virales de interés,   
pasamos a analizar su grado de conservación. El objetivo fue definir nuestras propias 
secuencias consenso en todos los grupos del VIH-1 y en todos los subtipos y 
recombinantes CRF del VIH-1 e identificar los residuos y dominios conservados entre 
variantes. También queríamos estudiar la variabilidad natural en cada residuo relacionado 
con resistencia a fármacos ARV asociada a subtipo y CRF específico del VIH-1. El grado de 
conservación se definió como el nº de residuos conservados con respecto a la secuencia 
consenso de consensos procedente de GenBank dividido entre el total de residuos 
analizados. Así estimamos el grado de conservación a nivel de aa en todas las secuencias 
descargadas para cada variante del VIH-1 con respecto a la secuencia consenso de 
consensos procedente de GenBank a lo largo de toda la secuencia, pero fijándonos en 
especial en la región o residuos de interés. Establecimos un código de colores para indicar 
diferentes grados o niveles de conservación o de variabilidad, que definiremos en cada 
capítulo correspondiente.  
IDENTIFICACIÓN DE POSICIONES EN GAG Y POL IMPLICADAS EN 
RESISTENCIA A FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES 
 En el alineamiento generado, a nivel de aa de todas las secuencias disponibles en 
el GenBank para cada variante del VIH-1 específica con respecto a la secuencia consenso 
de consensos, identificamos las posiciones en las proteínas Gag y Pol (PR, RT e IN) 
relacionadas con la resistencia a fármacos ARV, definidas según la lista de la International 
AIDS Society-USA (IAS-USA) (Wensing et al., 2017) y otras fuentes bibliográficas. 
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PREDICCIÓN DE LA SUSCEPTIBILIDAD A ANTIRRETROVIRALES  
 Utilizando las secuencias pol VIH-1 descargadas de GenBank analizamos la 
susceptibilidad prevista a  fármacos ARV frente a pol, de cada secuencia viral empleando 
la Base de Datos de Stanford (https://hivdb.stanford.edu/). Para ello se introdujo el 
archivo con las secuencias en formato Fasta o texto (txt) dentro de la web 
https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/ del programa HIVdb de la Universidad 
de Stanford (Palo Alto, California, EE. UU.). Este programa alinea automáticamente la 
secuencia del VIH-1 a estudiar en la PR, RT e IN frente a la secuencia de referencia del 
subtipo B (secuencia HXB2, nº de acceso GenBank K03455). Este algoritmo de 
interpretación de la resistencia genotípica HIVdb de Stanford 
(http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra) clasifica la susceptibilidad o 
sensibilidad a 22 fármacos ARV aprobados por la Agencia Estadounidense de alimentos y 
fármacos (US Food and Drug Administration, FDA) (8 IP, 7 ITIAN, 4 ITINAN y 3 INI) en cinco 
categorías, dependiendo de una puntuación de penalización (penalty score) asignada a 
cada mutación de resistencia. Así, según su impacto en la resistencia a ARV los grupos de 
clasificación son: susceptible (score 0-9), nivel de resistencia potencialmente bajo (score 
10-14), nivel bajo de resistencia (score 15-29), resistencia intermedia (score 30-59) y nivel 
de resistencia alto (score ≥ 60) 
(http://hivdb.stanford.edu/DR/asi/releaseNotes/index.html). 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
 Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa Epi Info v6.0 (Center 
for Disease Control and Prevention, CDC, Atlanta, EE.UU.). La significación estadística se 











 Variabilidad en los sitios de procesamiento 
proteico entre grupos, subtipos y 
recombinantes del VIH-1  
“Nada que un hombre haga lo envilece más que el permitirse caer tan bajo como para odiar a 
alguien” 








JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 Resulta esencial conocer la variabilidad natural asociada a los distintos grupos, 
subtipos y recombinantes circulantes (CRF) del VIH-1, sobre todo en aquellas posiciones 
de las proteínas Gag y Pol virales donde aparecen los cambios de aminoácidos (aa) 
asociados a resistencia a fármacos antirretrovirales (ARV) que pueden conducir a un 
fracaso al  tratamiento antirretroviral (TAR). Además, dada la alta relevancia biológica de 
los sitios de procesamiento proteico o cleavage sites (CS) durante la maduración del VIH-1 
y de la influencia de ciertos cambios de aa de los CS en la recuperación de eficacia 
biológica o fitness de los virus resistentes a ARV, es necesario conocer su conservación 
entre las variantes del VIH-1. Ello podría ayudar a un mejor diseño de nuevos fármacos 
ARV de la reciente familia de los inhibidores de la maduración viral en desarrollo, y al 
diseño de futuras vacunas dirigidas a los CS.  
 Sin embargo, existen pocos datos en la literatura científica disponibles acerca de la 
variabilidad en los CS asociada a cada una de las variantes del VIH-1. Además, los pocos 
estudios que hay, han analizado un número (nº) pequeño de secuencias y de variantes 
distintas del VIH-1, incluyendo sólo unos pocos recombinantes del VIH-1 de los que 
circulan en la pandemia (de Oliveira et al., 2003; Liégeois F et al., 2013; Luo M et al., 
2013). 
 Por lo tanto, el objetivo de este estudio descriptivo fue analizar, por primera vez, 
el grado de conservación de cada CS en Gag y Pol a nivel de aa en los 4 grupos de VIH-1, 
en los 9 subtipos y en todos los recombinantes circulantes (CRF) del grupo M del VIH-1 
que tuvieran secuencias disponibles depositadas en GenBank a la fecha de estudio (enero 
2012). Además, se definieron por primera vez las secuencias consenso en cada CS en 
todas las variantes de VIH-1, incluyendo aquellas para las que el GenBank no las tenía 
disponibles. Por último, se identificaron los residuos de aa altamente conservados en 





MATERIAL Y MÉTODOS 
DESCARGA Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS  
 Para este estudio la descarga, alineamiento y traducción de secuencias de 
nucleótidos (nt) en formato fasta codificantes para gag/pol se realizó, según lo descrito 
en el apartado de Materiales y Métodos de esta Tesis. A fecha de estudio, enero 2012, 
contábamos con secuencias disponibles para 51 de los 58 CRF descritos en el momento 
del estudio.   
IDENTIFICACIÓN DE LOS SITIOS DE PROCESAMIENTO PROTEICO VIRAL O CS 
 Tras alinear convenientemente las secuencias descargadas, pasamos a localizar los 
110 aa implicados en los 11 sitios de procesamiento proteico o CS en las poliproteínas 
precursoras Gag y GagPol, incluyendo 10 aa por sitio. Sólo recordar que la PR viral corta 
en esos CS para generar las proteínas Gag (P17 o MA, P24 o CA, P7 o NC, P6 y dos 
espaciadores peptídicos -P1 y P2-) y las proteínas Pol (PR, RT e IN) virales, como se explicó 
previamente en la Introducción de esta Tesis. Asimismo, la ubicación de los 11 CS en el 
genoma del VIH-1  y su secuencia en aa en el aislado de referencia HXB2 del subtipo B del 
VIH-1 se indicó en la Figura I.4 de la Introducción. 
GENERACIÓN DE SECUENCIAS CONSENSO EN 11 CS PARA CADA VARIANTE DEL VIH-1 
 Las secuencias consenso de cada variante son las que llevan el residuo más 
frecuente (nt o aa) en cada posición, tras hacer un alineamiento de múltiples secuencias 
en una variante viral concreta. Como un primer paso para este estudio se infirió la 
secuencia consenso (secuencia consenso inferida) en aa en la región codificante de gag-
pol de cada variante del VIH-1, es decir, para cada uno de los 4 grupos del VIH-1, de los 9 
subtipos y 51 CRF del grupo M del VIH-1, con secuencia disponible en GenBank en enero 
de 2012. Tras alinear todas las secuencias gag/pol nos centramos  en el análisis de los 11 
CS.  Un segundo paso fue descargar y recuperar la secuencia consenso de GenBank para 
aquellas variantes en las que estuviera disponible  
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html) como se explicó en el 




consenso de consensos proporcionada por GenBank con el fin de tomarla como 
referencia en un alineamiento realizado con las secuencias consenso individuales de gag 
y pol. Para generar esta secuencia consenso de consenso de gag/pol (incluyendo los 11 CS 
de interés), el GenBank alineó 28 secuencias consenso de gag (de 8 subtipos y 11 CRF) y 
24 secuencias de pol (de 7 subtipos y 10 CRF) entre los 9 subtipos y 58 CRF descritos a 
fecha del estudio. La secuencia consenso de consensos fue tomada como referencia para 
el análisis de la conservación a nivel de aa entre variantes en los 110 residuos (10 aa en 
cada uno de los 11 CS) y fue utilizada para analizar el rango de conservación en los 
diferentes CS y variantes del VIH-1. La Figura I.4 de la Introducción indica los 10 aa 
implicados en cada uno de los 11 CS y la secuencia consenso de consenso suministrada 
por GenBank para cada CS. 
DETERMINACIÓN DEL GRADO DE CONSERVACIÓN DE CADA CS EN CADA VARIANTE DEL 
VIH-1 
 Tras un extenso análisis, comparamos nuestras secuencias consenso inferidas para 
cada variante del VIH-1 con la secuencia consenso de consensos de GenBank y 
conseguimos definir el grado de conservación en los 11 CS a nivel de aa. Determinamos 
los aa que diferían entre ambas secuencias consensos (inferida por nosotros vs. la 
recuperada de GenBank) para cada variante del VIH-1 con secuencias disponibles. El 
porcentaje exacto de residuos aminoacídicos conservados se calculó  contando el nº de 
residuos coincidentes en cada una de las 10 posiciones de cada CS, en todas las 
secuencias atribuidas a una variante VIH-1 dada, dividido por el nº total de secuencias 
recuperadas para cada variante y multiplicada por los 10 residuos del CS, expresando el 
resultado en porcentaje. Para el análisis, establecimos un código de colores para 
representar el porcentaje de conservación a nivel de aa en cada sitio CS y variante VIH-1: 
verde (≥90%), naranja (51-89%) y rojo (≤50%). 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa Epi Info v6.0 (Center 
for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, EE.UU.). Los cambios en las tasas fueron 
evaluados utilizando el análisis de Chi-cuadrado. El criterio para la significación estadística 





SECUENCIAS gag/pol VIH-1 EMPLEADAS EN EL ESTUDIO 
 En enero 2012 se descargaron 12.934 secuencias gag/pol (9.028 secuencias gag y 
3.906 secuencias pol del VIH-1) de la base de datos de GenBank. Ya que cada secuencia 
tenía 2.844 nt, en el estudio analizamos 36.784.296 nt en total. Estos estaban localizados 
entre las posiciones 790-2.292 en gag y desde 2.253-5.096 en pol del aislado de 
referencia de subtipo B HXB2 (nº de acceso GenBank K03455), codificando las proteínas 
se muestran en la Tabla I.1 de la Introducción.  
 La Figura 1.1 muestra la distribución de variantes en el grupo M, de nuestras 
secuencias gag/pol de estudio recuperadas de GenBank. Estas secuencias pertenecían a 
los 4 grupos (M, O, N, P). En más detalle, 43/43 secuencias gag/pol pertenecían a los 
grupos O, N y P del VIH-1. Entre las 12.848 secuencias restantes del grupo M o 
mayoritario en la pandemia, un total de 8.985 pertenecían a gag (Figura 1.1.A) y 3.863 a 
pol (Figura 1.1.B), incluyendo representantes de todos los 9 subtipos y formas 
recombinantes (51 CRF y URF). Separando subtipos y los recombinantes CRF y URF dentro 
del grupo M del VIH-1, 7.913/3.269 (41,3%) secuencias gag/pol estaban adscritas a los 9 
subtipos del grupo M  del VIH-1 (A: sub-subtipos A1 y A2, B, C, D, F: sub-subtipos F1 y F2, 
G, H,  J y K), y 1060/583 (55%) secuencias gag/pol a  51 CRF y 12/11 secuencias gag/pol a 
URF.  
 A pesar de la gran diferencia en el nº de secuencias recuperadas (8.985 gag versus 
3.863 pol), la distribución específica de dichas secuencias en los subtipos del grupo M del 
VIH-1 y familias de CRF fue similar en ambos genes gag/pol. Entre los subtipos, las 
secuencias del subtipo B fueron las más representadas en ambas regiones codificantes 
gag/pol (43%/74,3%), seguido de secuencias pertenecientes al subtipo C (27,4%/16,7%), 






Figura 1.1. Distribución de variantes VIH-1 del grupo M entre las 9.028 secuencias gag 
(A) y 3.906 pol (B) 
 
DISTRIBUCIÓN  DE LOS CRF EN FAMILIAS DE RECOMBINANTES  
 Para facilitar el análisis posterior, los recombinantes CRF se agruparon en 12 
familias de CRF estrechamente relacionados que compartían los mismos subtipos 
parentales y presentaban patrones de recombinación muy similares. La Figura 1.2 
muestra el patrón genómico de cada CRF mostrando los subtipos implicados su genoma 
viral, el nº de secuencias gag y pol que incluimos en el estudio de cada uno de ellos y 
también aquellas CRF con disponibilidad de secuencias consenso en GenBank para gag y 
pol. Dentro de los recombinantes CRF, la familia 01 fue la más representada tanto para 
gag (69,7%) como para pol (44,4%), seguida de las familias BC (7,2%), AG (5,9%), cpx 
(5,6%) y BF (4,5%) en gag  y las familias AG (16,8%), cpx (12,5%), BF (9,4%), y BG (4,3%) en 
pol, entre otras. Las secuencias URF representaron menos del 0,3% del total de 




Figura 1.2. Familias de recombinantes CRF del VIH-1 establecidas para este estudio 
 
nº, número; CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes únicas. El Anexo 
I muestra una clasificación actualizada, incluyendo los 81 CRF descritos a la fecha de escritura de 







SECUENCIAS CONSENSO gag/pol DE CADA VARIANTE DEL VIH-1  
 Como ya se indicó en Material y Métodos, GenBank no tenía disponible la 
secuencia consenso para todas las variantes del grupo M del VIH-1, ni para los grupos O, 
N y P. La Figura 1.2 muestra los recombinantes CRF del grupo M del VIH-1 con secuencia 
consenso disponible en GenBank en las regiones codificantes de gag y pol. GenBank no 
disponía de secuencia consenso en los CS para el sub-subtipo F2, ni para 40 de los 51 CRF 
con secuencia disponible a fecha de estudio (Figura 1.2). Tras agrupar todas las 
secuencias gag y pol de GenBank por variante de VIH-1, generamos nuestra propia 
secuencia consenso para los 4 grupos VIH-1 y todos los subtipos, sub-subtipos y 
recombinantes CRF del grupo M representados en las 9.028 secuencias Gag y 3.906 
secuencias Pol del VIH-1 disponibles y descargadas de GenBank en enero de 2012, 
localizando los 110 residuos de los 11 CS. Una vez inferidas nuestras secuencias consenso 
por variante en cada CS, generamos las secuencias consenso de los 11 CS para todas las 
variantes del VIH-1, comparándolas con las secuencia consenso de cada variante dada por 
GenBank en caso de existir y generando nueva información en las variantes donde 
GenBank no disponía de dicha secuencia consenso. 
 La Figura 1.3 indica las variantes del VIH-1 que mostraron cambios de aa respecto 
a la secuencia consenso de consensos de GenBank cuando aparecieron en una posición 
específica del CS en el 50% o más de las secuencias que descargamos de GenBank para 
esa variante concreta. Los asteriscos indican las variantes del VIH-1 con secuencia 
consenso no disponible en GenBank. En el cuadrado negro se indican los residuos de aa 
altamente conservados y presentes en más del 99% de las 9.028 secuencias Gag y 3.906 
secuencias GagPol del VIH-1 con respecto a la secuencia consenso de consensos. Cuando 
dos residuos dentro de las secuencias analizadas de cada variante del VIH-1 mostraron 
una conservación del 50% las dos letras que hacen referencia a los residuos 
aminoacídicos  localizados con la misma proporción aparecen en mayúsculas. Cuando tres 
o más residuos aparecían en la misma posición y ninguno de ellos presentaba una 






Figura 1.3. Secuencias consenso en cada CS en variantes del VIH-1 con discrepancias 











Numeración en aa de los CS considerando como aa 1 el primer residuo de la poliproteína Gag 
Pr55Gag: CS1, 128-137; CS2, 359-368; CS3, 373-382; CS4, 428-437; CS5, 444-453; CS6, 427-TFP; 






Así también identificamos las variantes del VIH-1 que presentaban secuencias consenso 
en algunos CS diferentes a la inferida por GenBank (Figura 1.3), proporcionando nueva 
información no existente hasta este estudio con posible relevancia biológica o clínica. 
IDENTIFICACIÓN DE LOS RESIDUOS ALTAMENTE CONSERVADOS EN LOS 11 CS ENTRE 
VARIANTES DEL VIH-1 
 Tras localizar los 11 CS en los alineamientos de aa, comparamos el grado de 
conservación, a nivel de aa, en cada CS, determinado por el nº de aa coincidentes entre 
los 10 residuos de cada CS de nuestras secuencias consenso inferidas para cada variante 
del VIH-1 a partir de las 12.934 secuencias descargadas con respecto a la secuencia 
consenso de consensos proporcionada por GenBank.  
 La Figura 1.4 muestra el grado de conservación a nivel de aa de los 10 residuos de 
cada CS dentro de los precursores virales Gag (Pr55) y Gag-Pol (Pr160) en todas las 
variantes VIH-1 analizadas, incluyendo secuencias de los 4 grupos, 9 subtipos y 51 CRF del 
grupo M. Evaluamos el porcentaje de residuos conservados en cada variante VIH-1 y en 
cada CS como explicamos en los Métodos de este capítulo. Establecimos un código de 
colores para indicar diferentes niveles de conservación a nivel de aa en cada sitio CS y en 
todas las secuencias correspondientes a cada variante VIH-1: verde (≥90%), naranja (51-
89%) y rojo (≤50%).  
 Por tanto, en verde estarían aquellos aa que se conservan al menos más de un 
90% en el global de todas las secuencias descargadas. Éstas serían posiciones de extremo 
interés en investigación para el diseño de cebadores y sondas para la detección molecular 
del VIH-1 o como potencial diana farmacológica futura. También identificamos 52/110 
(47.3%) aa conservados en más del 99% de las 9.028 secuencias gag y 3.906 secuencias 
pol del VIH-1 con respecto a la secuencia consenso de consensos, residuos que ya 
habíamos resaltado en negrita en la Figura 1.3. Por tanto, cerca de la mitad (52,7%) de los 







Figura 1.4. Conservación de los 11 sitios de procesamiento viral o CS, a nivel de aa, 
localizados en los precursores Gag y GagPol, en las variantes VIH-1 analizadas 
 
 
Niveles de conservación a nivel de aa en cada sitio CS y en todas las secuencias correspondientes 
a cada variante VIH-1: verde (≥90%), naranja (51-89%) y rojo (≤50%). CS, cleavage site; P17, 
matriz; P24, cápside; P2 espaciador peptídico 1; P7, nucleocápside; P1, espacio peptídico 2; TFP, 
proteína marco de lectura (transframe protein); PR, proteasa; RT, retrotranscriptasa; IN, 










DIFERENCIAS OBSERVADAS EN EL GRADO DE CONSERVACIÓN DE LOS 11 CS ENTRE 
VARIANTES DEL VIH-1 
Entre sitios de escisión proteolítica 
 A pesar del papel estructural y funcional de las proteínas en el ciclo viral, 
observamos diferentes grados de conservación entre los 11 CS y las distintas variantes del 
VIH-1. El CS con el nº más alto de residuos conservados fue el CS9 (PR/RTp51, 99%),  
seguido de CS10 (RTp51/RTp66, 98%), CS2 (P24/P2, 98%), CS11 (RTp66/IN, 97%), CS1 
(P17/P24, 96%), CS4 (P7/P1, 96%) y CS6 (P7/TFP, 96%). Los CS menos conservados entre 
los grupos del VIH-1 y subtipos y recombinantes del grupo M fueron CS3 (P2/P7, 71%), 
CS8 (P6pol/PR, 80%), CS7 (TFP/P6pol, 81%) y CS5 (P1/P6gag, 89%).  
 Considerando el orden de procesamiento proteico previamente definido (de 
Oliveira et al., 2003; Pettit et al., 2005; Fun et al., 2012), al no cortarse todos los CS en el 
mismo orden por la PR viral, observamos curiosamente una conservación mayor de 
manera significativa en los últimos sitios de procesamiento en los precursores Gag (CS4, 
P7/P1) y GagPol (CS9, PR/RTp51) comparados con el primer sitio de procesamiento 
descrito (CS3, P2/P7) en los 4 grupos del VIH-1 (Figura 1.5). De este modo comprobamos 
como el nivel de conservación encontrado es distinto conforme a las etapas de 
procesamiento.  
Figura 1.5. Conservación de los primeros y últimos sitios de procesamiento entre grupos 
del VIH-1 
 
CS3 (PR/RTp51), primer sitio de procesamiento; CS4 (P7/P1) y CS9 (PR/RTp51), últimos sitios de 




Entre grupos del VIH-1   
 También observamos diferencias en el grado de conservación en los CS entre 
grupos VIH-1 (Figura 1.4). El CS10 (RTp51/RTp66) mostró más del 90% de los residuos 
conservados respecto a la secuencia aminoacídica de consenso de consensos, en los 4 
grupos VIH-1. Comparando los grupos no-M y M, observamos una elevada y similar 
conservación en CS9 (99% y 98%, respectivamente) y en CS10 (98% y 91%, 
respectivamente). Sin embargo, CS7 (TFP/P6pol) presentó el menor rango de conservación 
entre los grupos no-M (41%), seguido de CS5 (P1/P6gag, 54%), CS3 (P2/P7, 56%), CS8 
(P6pol/PR, 60%) y CS1 (P17/P24, 68%). El grupo O mostró la menor conservación en 6 de 
los 11 CS (CS1, CS2, CS4, CS6, CS8 y CS11), el grupo N en CS1 y CS7 y el grupo P en CS3, 
CS5, CS9 y CS10 (Figuras 1.3 y 1.4). Considerando los 11 CS, encontramos un grado de 
conservación significativamente mayor entre el grupo M vs. las distintas variantes 
correspondientes a los otros grupos, grupo no-M (91% vs. 71%, p<0,001), probablemente 
debido al uso del grupo M como consenso para comparar. 
Entre subtipos y recombinantes del Grupo M del VIH-1 
 Siete de los once sitios de procesamiento (CS1, CS2, CS4, CS6, CS9, CS10 y CS11) 
estaban bien conservados dentro del total de subtipos y recombinantes del grupo M del 
VIH-1, mostrando más del 90% de conservación (Figura 1.4). Sin embargo, los cuatro CS 
restantes (CS3, CS5, CS7 y CS8) mostraron un grado de conservación más variable en un 
gran nº de variantes VIH-1. El grado más bajo de conservación en los 11 CS fue 
encontrado en los siguientes subtipos y recombinantes: CS1 (P17/P24) en sub-subtipo A2 
(89%) y en la familia de recombinantes AG (77%); CS2 (P24/P2) en sub-subtipo F2 (90%) y 
familia de recombinantes AD y URF (ambos 94%); CS3 (P2/P7) en subtipo G (52%) y 
familia recombinante DF (87%); CS5 (P1/P6gag) en sub-subtipo A1 (76%) y familia 
recombinante AU (73%); CS6 (P7/TFP) en subtipo G (84%) y familia recombinante BG 
(88%); CS7 (TFP/P6pol) en subtipo B (77%) y familias recombinantes AB y BC (ambos 75%); 
CS8 (P6pol/PR) en sub-subtipo A2 y subtipo C (ambos 68%) y familia recombinante BG 
(67%); CS9 (PR/RTp51) sub-subtipo A2 (90%) y familia recombinantes A1 (95%); CS10 
(RTp51/RTp66) en subtipos H (88%) y G (89%) y familia recombinante A1 (90%); y CS11 




subtipo G mostró la más alta variabilidad en CS3, CS4 y CS6 y el subtipo B en CS7 
comparado con otros subtipos del grupo M. 
 Las familias de recombinantes DF (53%), BG (57%), A1 (60%) y BF (60%) mostraron 
la más alta variabilidad en CS3. Los CS2, CS6, CS9, CS10 y CS11 fueron altamente 
conservados (94-99%) entre todas las familias CRF y URF.  
 En general, los recombinantes mostraron la misma conservación que los subtipos 
(91%) en los 11 CS analizados, la familia de recombinantes BG con 87%, subtipo G con 
86%, sub-subtipo A2 con 88% y subtipo H con 89%. Sin embargo, observamos que el 
grado de conservación fue significativamente más bajo en los subtipos que en los 
recombinantes en CS3 (70% vs. 76%, p<0,001) y en CS7 (80% vs. 87%, p<0,001) y mayor 
en CS1 (97% vs. 90%, p<0,001) (Figura 1.4).  
Entre sub-subtipos del grupo M del VIH-1  
 El sub-subtipo A2 presentó significativamente menor conservación que el sub-
subtipo A1 en CS1 (89% vs. 98%, p<0,001), en CS3 (70% vs. 85%, p<0,001) y en CS9 (90% 
vs. 99%, p<0,001). Mientras que la conservación fue significativamente mayor 
conservación en CS5 al comparar ambos sub-subtipos (80% vs. 76%, p=0,04). La 
conservación fue de gran significancia en CS11 (100% vs. 92%, p=0,06).  
 El sub-subtipo F2 mostró una conservación superior comparado con el sub-subtipo 
F1 en CS11 (100% vs. 90%, p=0,04), aunque el nº de secuencias F2 disponibles fue muy 
bajo (ver Figura 1.4).  
DISCUSIÓN  
 El análisis de genomas VIH-1 proporciona información biológica de gran utilidad 
para conocer mejor la estructura y la función de las proteínas virales (Doherty et al., 
2005). La maduración del virus es esencial para su infectividad, y ello depende 
directamente del procesamiento proteolítico correcto de las poliproteínas precursoras 
Gag y GagPol. Mutaciones que interrumpan o que alteren el orden de la escisión o corte 
en los sitios de escisión o CS, producen partículas virales aberrantes que poseen una 




 A pesar de que otras publicaciones han expuesto de manera previa que 
determinados CS estaban más conservados que otros, en estos estudios sólo se analizó un 
nº limitado de variantes VIH-1 y de secuencias de CS (de Oliveira et al., 2003;  Luo et al., 
2013; Liégeois et al., 2013). Nuestro estudio es el primero que evalúa el rango de 
conservación en 11 CS dentro de los precursores Gag y GagPol, y que define las 
secuencias consenso de cada CS. Ello  fue posible porque utilizamos una gran base de 
datos de secuencias (GenBank) e incluimos todos los subtipos del grupo M y todos los  
CRF con secuencia disponible, cuya prevalencia y complejidad está viéndose 
incrementada en la pandemia (Zhuang et al., 2002). Asimismo, es el primer estudio que 
incluye secuencias de los grupos O, N y P, identificando los residuos conservados 
completamente en los CS presentes en los 4 grupos del VIH-1.  Nuestros resultados 
revelan que el rango de conservación encontrado en cada variante VIH-1 y en cada CS 
difiere, tanto entre los distintos sitios de escisión estudiados, como entre los 4 grupos 
VIH-1 y las variantes del grupo M, subtipos y recombinantes.  
 Observamos un nº distinto de secuencias gag y pol recuperadas de GenBank en 
enero de 2012 y empleadas en este trabajo. Ello podría ser explicado porque, a pesar de 
que el gen pol es el más estudiado en el VIH y secuenciado para detectar resistencias 
virales, la mayoría de las veces esos resultados sólo se usan para informar de resistencias 
durante el seguimiento clínico del paciente y las secuencias no se depositan en el 
GenBank. Ello explicaría el menor nº de secuencias pol disponibles respecto a las 
secuencias gag. Éstas últimas se generan fundamentalmente para trabajos de 
investigación por su importancia funcional y estructural, y normalmente se depositan en 
el GenBank antes de la publicación de resultados en revistas científicas, siendo 
obligatorios los números de accesos antes de publicarlas.  
NUEVOS HALLAZGOS EN LA VARIABILIDAD DE LOS CS ENTRE VARIANTES 
 Hasta el momento únicamente un nº limitado de estudios habían evaluado la 
variabilidad natural entre variantes del VIH-1 dentro del gen gag y los CS (Bally et al., 
2000; de Oliveira et al., 2003; Malet et al., 2007; Snoeck et al., 2011; Fun et al., 2012; Luo 
et al., 2013). Estos estudios se habían enfocado principalmente en el subtipo B y/o 




Además, la mayoría de estos trabajos habían utilizado secuencias del subtipo B como 
secuencia de referencia para el análisis de la conservación, bien del aislado HXB2 (Malet 
et al., 2007; Snoeck et al., 2011;  Fun et al., 2012), o del aislado pNL-4-3 (Bally et al., 
2000), o incluso habían usado la secuencia ancestral común mas reciente del Grupo M (de 
Oliveira et al., 2003). Sólo uno de estos estudios había empleado la secuencia consenso 
de consensos proporcionada por GenBank como referencia para  establecer las 
comparaciones y evaluar la conservación de los distintos residuos (Luo et al., 2013). Cabe 
destacar también que ninguno de estos estudios previos había inferido una secuencia 
consenso para cada variante VIH-1 y para cada región de procesamiento o CS. Si bien no 
hay que obviar que algunos de los otros trabajos, al igual que nosotros, habían incluido 
secuencias pertenecientes a algunas CRF (pero en bajo nº) o a algunas variantes distintas 
al grupo M.  
A pesar de la llamativa diferencia entre el nº de secuencias que descargamos de GenBank 
para el grupo M (8.985 secuencias gag/3.863 secuencias pol), con respecto al resto de 
grupos (43/43 secuencias gag/pol) o determinados subtipos (H, J, K), sub-subtipos (F2) o 
CRF, los datos disponibles permiten establecer comparaciones entre los rangos de 
conservación en los distintos CS analizados. Destacar también que este trabajo nos 
permitió definir diferencias específicas para cada secuencia consenso cuando nos fijamos 
en la región de CS entre las distintas variantes VIH-1, grupo, subtipo, CRF y URF. Nuestros 
datos reflejan que el grado de conservación difiere entre posiciones de aa individuales en 
los CS y proporciona discrepancias significativas entre variantes específicas VIH-1 y entre 
sitios de procesamiento, mejorando así los datos disponibles en GenBank para secuencias 
consenso de variantes VIH-1 específicas.  
Empleando un gran conjunto de datos (12.934 secuencias) de todas las variantes VIH-1, 
nuestro estudio reveló que los CS3, CS5, CS7 y CS8 fueron los sitios de procesamiento 
menos conservados entre todas las variantes VIH-1. Este hallazgo está de acuerdo con 
publicaciones previas que habían utilizado un nº de secuencias notablemente inferior, 32 
secuencias del subtipo C, 34 del subtipo B y 18 secuencias de otros subtipos (de Oliveira et 




 Somos conscientes, y así quedo reflejado en la publicación de este trabajo, que 
son necesarios estudios adicionales para entender la alta variabilidad en los CS, los cuales 
son esenciales en el ciclo viral. En concreto, CS3 es el primer sitio de procesamiento en los 
precursores Gag y GagPol y es crítico para la maduración del dímero ARN (Shehu-Xhilaga 
et al., 2001). El CS7 está implicado en la activación de la PR viral y en el momento y 
especificidad de la escisión de GagPol (Tomasselli et al., 1994). El CS5 es el responsable de 
la síntesis de la proteína P6gag, la cual se requiere para la maduración y liberación del 
virión infeccioso (Müller et al., 2002). El CS8 representa una pieza clave en el 
autoprocesamiento de la PR y además podría estar implicado en la adecuada 
dimerización que requiere la PR (Sadiq et al., 2012). 
LIMITACIONES ESTRUCTURALES DE LA VARIACIÓN EN LOS SITIOS DE ESCISIÓN O CS  
 Para una escisión eficiente de Gag y GagPol por parte de la PR, se requieren 
interacciones complejas de sustratos aminoacídicos localizados en los sitios activos de la 
PR viral. La PR del VIH-1 sólo es funcional en su forma dimérica y precisa que un solo 
monómero sea introducido dentro de cada precursor. Dos monómeros individuales, en 
diferentes cadenas GagPol, deben entonces permanecer juntos para formar una PR 
dimérica, que se unirá finalmente consigo misma para alcanzar la forma madura activa 
(Sadiq et al., 2012). La maduración del VIH-1 requiere el reconocimiento por parte de la 
PR de la conformación tridimensional y asimétrica del substrato Gag, en lugar de una 
secuencia peptídica concreta (Prabu-Jeyabalan et al., 2002). Posteriormente, la PR media 
la escisión de las poliproteínas estructurales del VIH-1 Gag y GagPol, mediante la 
interacción con CS específicos (Kaplan et al., 1994; Adamson et al, 2012). Cada sustrato 
tiene una estructura única, que difiere en la composición de aa (de Oliveira et al., 2003). 
Se piensa que esas pequeñas diferencias en la estructura del substrato, afectan a la 
afinidad de la PR viral y contribuyen a un proceso de maduración gradual altamente 
regulado y ordenado, en el cuál, las escisiones individuales tienen lugar a diferentes 
tiempos y proporción (de Oliveira et al., 2003; Pettit et al., 2005).  En el procesamiento de 
Gag y GagPol están implicados determinantes adicionales, además de secuencias 
aminoacídicas y estructuras secundarias locales de CS (Lee et al., 2012). Existen 
limitaciones en la viabilidad de las cepas virales que presentan múltiples mutaciones, 




interacciones estructurales de las multiproteínas que son críticas para la función viral 
(Dahirel et al., 2011). Por tanto, la conservación de secuencias aminoacídicas, indicaría 
que estos aa específicos se requieren para mantener la estructura básica y función, 
aunque algunos autores han sugerido un importante papel de la estructura del ARN en la 
conservación del VIH-1 (Snoeck et al., 2011; van der Kuyl et al., 2012). Se sabe que las 
propiedades físicas, químicas y estructurales de determinadas proteínas del VIH-1 con 
papeles funcionales en el ciclo viral, como gp41, pueden estar altamente conservadas, 
todo ello a pesar de una notable diversidad presente a lo largo de las secuencias. Esto 
parecería por tanto indicar un delicado balance entre las presiones evolutivas y la 
conservación de la estructura de la proteína (Steckbeck et al., 2011). Por último señalar 
que la estructura de la proteína, en concreto de los  dominios α-hélice, han sido asociados 
con la conservación del VIH-1 (Snoeck et al., 2011) y es un elemento estructural estable 
entre las proteínas (Richardson, 1981). 
Además, la conservación significativamente mayor, observada comparando el 
último CS presente en gag vs. el primero, en los precursores Gag y GagPol, podría sugerir 
la existencia de un requisito más alto en el nº de limitaciones estructurales en los últimos 
pasos del procesamiento viral.  
 Aunque el objetivo de nuestro estudio es puramente descriptivo, creemos que 
podría utilizarse como herramienta de trabajo en investigación, para un mejor 
entendimiento de la estructura de los CS. Estos conocimientos son fundamentales para 
entender la importancia que tiene dicha estructura para que tenga lugar una escisión 
correcta en las distintas variantes VIH-1. Se necesitan más estudios para comprender si  la 
presencia de residuos específicos dentro de los CS para cada variante VIH-1 modularían o 
no, la capacidad replicativa de la variante correspondiente, lo que previamente se había 
observado para polimorfismos naturales específicos en la PR en algunas variantes no-B 
(Holguín et al., 2006b).  
Se ha sugerido que secuencias localizadas alrededor de los CS en gag están igualmente 
conservadas que otros motivos funcionales. Mientras que secuencias que son diana de 





Todos estos resultados se han publicado bajo el título “New findings in cleavage sites 
variability across groups, subtypes and recombinants of human immunodeficiency virus 















Variabilidad natural en posiciones asociadas 
a resistencia a inhibidores de la proteasa 
(MRD-IP) en Gag y PR de distintas variantes 
del VIH-1. Efecto del TAR en algunas MRD-IP 
en Gag 
“En la vida hay algo peor que el fracaso: el no haber intentado nada” 





JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 El genoma del VIH difiere entre las distintas variantes del VIH-1. Como hemos 
dicho anteriormente en la Introducción de esta Tesis, existen polimorfismos naturales a lo 
largo del genoma que son específicos de una o varias variantes del VIH-1 y fijados en el 
genoma durante la evolución viral. Por ello pueden servir como marcadores de grupos, 
subtipos y recombinantes CRF. Algunos de esos polimorfismos se localizan en posiciones 
de proteínas donde se ubican los cambios asociados a resistencias a fármacos 
antirretrovirales (ARV). La disponibilidad de secuencias genéticas en la base de datos del 
GenBank de pacientes que no han recibido ARV (pacientes naive) permite estudiar la 
variabilidad natural (en ausencia de fármacos) en esas posiciones asociadas a resistencia a 
ARV.  
 Como se describió en el apartado de Introducción de esta Tesis, la resistencia a 
fármacos inhibidores de la proteasa (IP) en pacientes en fracaso virológico (FV) se ha 
asociado principalmente a mutaciones en la PR viral, pero también a cambios en los genes 
gag. Estos últimos pueden favorecer la resistencia a IP, incluso en ausencia de mutaciones 
en la PR, siendo propuesto como un nuevo mecanismo de resistencia para IP. Así, 
mutaciones en gag pueden compensar los defectos de capacidad replicativa de virus con 
una PR viral resistente a IP menos procesiva.  
 En la actualidad disponemos de pocos estudios genéticos que presten atención a 
la variabilidad natural de gag y de su relación con resistencia y fracasos terapéuticos a IP 
para su aplicación clínica. Por ello en este capítulo nos propusimos: 
 Analizar los polimorfismos naturales a nivel de aa de la PR y Gag asociados a 
resistencia a IP (MRD-IP) en distintas variantes del VIH-1 recuperadas de pacientes 
naive y con secuencia disponible en el GenBank. 
 Identificar si el TAR con IP afecta a patrones mutacionales en algunas posiciones de  
proteínas Gag relacionados con MRD-IP empleando secuencias del VIH-1 recuperadas 
de muestras clínicas de pacientes con o sin exposición previa a IP. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
SECUENCIAS GAG Y PR DE PACIENTES NAIVE  DESCARGADAS DE GENBANK  
 Para llevar a cabo los objetivos del presente capítulo, en una primera fase 
desarrollada en junio de 2015 recuperamos del GenBank todas las secuencias GagPol 
disponibles para cada grupo (O, N, P y M) y subtipo o CRF del grupo M del VIH-1 que 
pertenecían a pacientes naive a ARV. El procedimiento de descarga de secuencias se 
indicó en el apartado de Materiales y Métodos, seleccionando las secuencias 
pertenecientes a pacientes naive para lo que se empleó el filtro “only drug naive 
sequences” previamente a la descarga de secuencias en el GenBank. De esta manera se 
descargaron un total de 2.141 secuencias GagPol de VIH-1 de 716 pacientes naive. El 
objetivo fue evaluar la variabilidad asociada a cada variante viral en posiciones de interés 
en las proteínas Gag y PR relacionadas con la resistencia a fármacos IP. El procedimiento 
para alinear las 2.141 secuencias con respecto a la secuencia “consenso de consensos” 
descargada del GenBank empleando el programa Mega v5.0 se explicó previamente en el 
apartado de Materiales y Métodos.  
SECUENCIAS DEL VIH DE MUESTRAS CLÍNICAS EMPLEADAS PARA ANALIZAR EL EFECTO 
DEL TAR EN ALGUNAS POSICIONES DE GAG RELACIONADAS CON MRD-IP  
 Queríamos identificar si el TAR con IP afectaba a los patrones mutacionales en 
posiciones de Gag localizadas en 4 de las proteínas Gag (P2, P7, P1 y P6) previamente 
relacionados con MDR-IP. Para ello, recuperamos secuencias gag de virus de muestras 
clínicas pertenecientes a 149 pacientes infectados por diversas variantes del VIH-1 y  en 
ausencia o presencia de TAR con IP, mayoritariamente en seguimiento clínico en el 
Hospital Carlos III de Madrid antes del año 2013. Dichas secuencias estaban disponibles 
en el Laboratorio de Epidemiología Molecular del VIH (EpiMolVIH), adscrito al 
Departamento de Microbiología y Parasitología del Hospital Universitario Ramón y Cajal y 
al Instituto Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS) y al CIBER de Epidemiología y 
Salud Pública (CIBERESP). La mayoría de ellas (122/149, 81,9%) habían sido previamente 
publicadas y depositadas en el GenBank (Holguín et al., 2005). Las secuencias gag 
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analizadas de 515 pares de bases incluían la región C-terminal de P24, P2, P7, P1 y P6gag 
(posiciones 1754–2269 del aislado HXB2; GenBank K03455). 
 Las 149 secuencias Gag disponibles recuperadas de pacientes con y sin experiencia 
previa a IP se alinearon a nivel de nt usando el programa Mega v5.0 con la secuencia 
“consenso de consensos” en gag descargada del GenBanK 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html), tal y como se 
describió previamente en Métodos. El alineamiento se llevó a cabo agrupando las 
secuencias por variantes del VIH. Tras localizar las posiciones asociadas a MRD-IP en esa 
secuencias de 515 nt, se calculó el grado de conservación de cada MRD-IP  en la población 
de estudio naive y tratada con IP.  
FUENTES DE LOCALIZACIÓN DE RESIDUOS EN PR Y GAG RELACIONADOS CON 
RESISTENCIA A IP  
 Una vez descargadas y alineadas todas las secuencias, procedimos a estudiar la 
presencia de los cambios a nivel de aa de las proteínas Gag y PR asociados a resistencias a 
IP (MRD-IP) y previamente descritos en diversas fuentes de información. En la PR se 
tomaron como referencia las MRD-IP descritas por el grupo IAS-USA en 2015 (Wensing et 
al., 2017) y la base de datos de resistencias a fármacos VIH de la Universidad de Stanford 
(HIV Drug Resistance Database, https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-
notes/PI/).  
 Así, estudiamos la variabilidad natural en un total de 96 MRD-IP ubicadas en 37 
residuos de la PR viral. De esos 96 cambios aminoacídicos presentes en la PR en nuestras 
secuencias analizadas, 36 de ellos se ubicaron en 12 posiciones asociadas a resistencia 
primaria a IP y 43 cambios se localizaron en 24 posiciones relacionadas con resistencia 
secundaria a IP. Los 17 cambios restantes estaban en 7 posiciones de resistencia no 
primarias ni secundarias descritas por Stanford como “otras mutaciones relacionadas con 
IP”. Alguna de las últimas son altamente polimórficas y asociadas pobremente a 
resistencia a IP, incrementando la capacidad replicativa o fitness del virus cuando 




 Es importante recordar que la PR tiene seis  posiciones (10, 20, 46, 74, 82, 88) que 
pueden admitir cambios asociados a más de un grupo de MRD-IP (primarias, secundarias 
o raras). Cada MRD-IP en la PR recibe una  puntuación de penalización o “penalty score” 
respecto al nivel estimado de resistencia a un determinado ARV, excepto las MRD-IP-
otras (Tabla 2.1). Así, un virus será susceptible a un IP concreto cuando el score total de 
las MDR-IP que presenta sea de 0 a 9. La resistencia será potencialmente baja cuando el 
score total sea de 10 a 14, baja con score total de 15 a 29, intermedia con 30 a 59 y 
resistencia muy alta con scores ≥ 60 (https://hivdb.stanford.edu/page/release-notes/). 
 Para identificar los cambios de aa en Gag relacionados con resistencia a IP, se 
revisaron un total de 14 publicaciones relevantes: Bennett et al., 2009; Larrouy et al., 
2010; Ghosn et al., 2011; Larrouy et al., 2011;  McKinnon et al., 2011; Fun et al., 2012; Li 
et al., 2013; Liegeois et al., 2013; Flynn et al., 2015; Giendhari et al., 2015; Sutherland et 
al., 2015b; Sutherland et al., 2015a; Giendhari et al., 2016; Rhee et al., 2016.  
Una vez identificadas las MRD-IP en Gag y PR, se evaluó la frecuencia de cada una de ellas 
en cada variante del VIH-1, estableciendo un código de colores para indicar el porcentaje 
de secuencias de cada variante que presentaba de manera natural la MRD-IP específica: 


















Tabla 2.1. Grado de resistencia o score previsto por Stanford para cada MRD en la PR 




IP y scores 
IDV/r SQV/r LPV/r FPV/r ATV/r TPV/r DRV/r 







































































































































































































L90 M M(30) M(45) M(15) M(20) M(25) M(0) M(0) 
 
IP, inhibidores de la proteasa. Los IP están colocados por orden respecto a la fecha de 
autorización de comercialización (Anexo II): IDV: indinavir; SQV: saquinavir; LPV: lopinavir; FPV: 
fosamprenavir; ATV: atazanavir; TPV: tipranavir; DRV: darunavir. (/r): IP potenciados con ritonavir.  
LPV es el único IP potenciado con ritonavir comercializado actualmente. DRV y ATV se encuentran 









IP y scores 
IDV/r SQV/r LPV/r FPV/r ATV/r TPV/r DRV/r 
L10 F F (10) F (0) F (5) F (15) F (0) F (0) F (5) 
K20 T T (5) T (5) T (0) T (5) T (5) T (0) T (0) 























L33 F F (5) F (5) F (5) F (10) F (5) F (10) F (5) 
K43 T T (0) T (0) T (0) T (0) T (0) T (10) T (0) 
M46 V V (10) V (5) V (5) V (10) V (10) V (5) V (0) 
F53 L L (0) L (15) L (0) L (0) L (10) L (0) L (0) 












































T74 P P (10) P (10) P (5) P (10) P (10) P (25) P (5) 
N83 D D (10) D (10) D (0) D (0) D (10) D (25) D (0) 
N88 D D (0) D (10) D (0) D (0) D (10) D (0) D (0) 




IP y scores 
IDV/r SQV/r LPV/r FPV/r ATV/r TPV/r DRV/r 
V11 I/L+ V32 I 















V32 I + I47 A/V 
V32 I + I54 L/M 
V32 I + L76 V 
V32 I + I84 V 




































M46 I/L + I84 V + L90 M 
M46 I/L/V+ L76 V 
M46 I/L/V+ V82 A/C/F/L/M/S/T 





























I47 V/A + I54 L/M 















F53 L + L90 M 10 10 0 10 10 0 0 
I54 A/L/M/S/T/V + V82 A/C/F/L/M/S/T 
I54 L/M + L90 M 
I54 L/M + I84 V 





























G73 S/T/C/A/D/V + L90 M 10 10 0 10 10 0 0 




RESIDUOS EN GAG ASOCIADOS A MRD-IP ANALIZADOS 
 Tras analizar 14 publicaciones relevantes expuestas anteriormente, definimos un 
total de 55 MRD-IP en Gag (54 cambios de aa y 1 deleción de aa), ubicados en 16 residuos 
de 5 proteínas Gag diferentes (P17, P2, P7, P1 y P6gag). Doce (75%) de los 16 residuos 
estaban localizados en 4 sitios de procesamiento proteico o CS (CS1 o P17/P24, CS3 o 
P2/P7, CS4 o P7/P1 y CS5 o P1/P6gag). En más detalle, sólo 8 cambios aparecían en 4 
posiciones de Gag fuera de GCS (residuos 62, 76, 79 y 81 de P17). Los 46 cambios 
restantes más la deleción se ubicaban en doce posiciones aminoacídicas de proteínas Gag 
ubicadas en los 4 CS previamente indicados: aa 128 de P17 en CS1, 373 y 374 de P2 junto 
con 378 en CS3, 428 y 431 de P7 y 436 y 437 de P1 en CS4 y 449, 451, 452 y 453 de P6 en 
CS5.  
Los residuos y cambios específicos en Gag asociados a MRD-IP, su implicación en unión a 
fármacos, susceptibilidad o fracaso a IP, los previamente descritos como polimorfismos 
















Efecto en IP 
Polimorfismos 
naturales 









A/S A/S A/E Li et al. 2013; Sutherland et al. 2015a; Giendhari et al. 2016 
R76 K K 
  
K 




F F F/H 
Fun et al. 2012; Li et al. 2013; Sutherland et al. 2015a; Rhee 
et al. 2016 
T81 A/L A/L A 
 
A/L 
Fun et al. 2012; Li et al. 2013; Sutherland et al. 2015a; Rhee 






Larrouy et al. 2010; McKinnon et al. 2011; Fun et al. 2012; Li 





P/T/A/Q/N P/T/A/Q/N P/T/A/Q/N 
Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011; McKinnon et al. 2011; 
Fun et al. 2012; Li et al. 2013; Liegeois et al. 2013; Giendhari 
et al. 2015 
A374 
N/T/S/V/P/H/G  
N/T/S/P N/T/Del N/T/S/V/P/H/G 
Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011; McKinnon et al. 2011; 
Fun et al. 2012; Li et al. 2013; Liegeois et al. 2013; Giendhari 




   
Q/I/V 
Li et al. 2013; Liegeois et al. 2013;  Flynn et al. 2015; 
Giendhari et al. 2015;  
E428 D/K/G G D/G D/K G 
Ghosn et al. 2011; Li et al. 2013; Liegeois et al. 2013; Fun et 
al. 2012; Giendhari et al. 2015; Flynn et al. 2015; Giendhari 
et al. 2016 
A431 V 
 
V V V 
Larrouy et al. 2010; Larrouy et al. 2011; Ghosn et al. 2011;  
Fun et al. 2012; Li et al. 2013;  Liegeois et al. 2013; Flynn et 
al. 2015; Sutherland et al. 2015a; Giendhari et al. 2015; 







Efecto en IP 
Polimorfismos 
naturales 












Larrouy et al. 2010; Larrouy et al. 2011; Ghosn et al. 2011; 




T/V T/V V/L/F 
Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011; Larrouy et al. 2011; 






F/P/V F/P/V P 
Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011; Larrouy et al. 2011; 
Fun et al. 2012;  Li et al. 2013;  Liegeois et al. 2013; Flynn et 
al. 2015; Giendhari et al. 2015; Sutherland et al. 2015b; 






Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011; McKinnon et al. 2011; 
Li et al. 2013; Liegeois et al. 2013; Flynn et al. 2015; 
Giendhari et al. 2015; Sutherland et al. 2015b; Giendhari et 
al. 2016  
R452 S/K 
 
S/K S/K  
Ghosn et al. 2011; Fun et al. 2012; Liegeois et al. 2013; Flynn 
et al. 2015 
P453 A/L/T/I 
 
A/L/T A/L/T A/L/T/I 
Larrouy et al. 2010; Ghosn et al. 2011;  Fun et al. 2012; Li et 
al. 2013; Liegeois et al. 2013; Flynn et al. 2015; Sutherland et 
al. 2015a; Sutherland et al. 2015b; Giendhari et al. 2015; 
Giendhari et al. 2016 
 
MA, matriz o P17;  NC,  nucleocápside o P7;  aa, aminoácido;  IP, inhibidor de proteasa. Influencia del cambio específico asociado a MRD-IP según las 
referencias indicadas en: unión a fármacos; disminución de la susceptibilidad a IP o resistencia; fracaso virológico asociado. Indicamos cambios de aa 
previamente identificados en esas publicaciones como polimorfismos naturales en Gag que aparecen de manera natural en virus de pacientes que nunca  




VARIABILIDAD NATURAL EN POSICIONES DE GAG Y PR ASOCIADAS A MRD-IP  
 Considerando todos los datos publicados previamente al respecto, estudiamos la 
variabilidad natural en esas 16 posiciones de Gag y 37 aa de la PR viral donde 
previamente se identificaron MRD-IP en cada grupo, subtipo y recombinante CRF del VIH-
1 (Figura 2.1). El objetivo era confirmar los polimorfismos naturales en esos residuos e 
identificar otros nuevos identificando las variantes específicas en los que cada uno estaba 
presente en ausencia de IP. Para ello en junio de 2015 se descargaron  2.141 secuencias 
pertenecientes a 716 pacientes infectados por alguno de los cuatro grupos virales del VIH-
1. Entre las 2.141 secuencias, 2.133 eran del grupo M, 4 del grupo P, 2 del grupo O y 2 del 
grupo N del VIH-1. Las secuencias correspondientes al grupo M incluyeron 1.140 
secuencias de seis de los nueve subtipos existentes (A1, B, C, D, F1 y G) y 993 secuencias 
de 19 CRF con secuencias disponibles en esa región GagPol a fecha de estudio.  
 La Figura 2.1 muestra las MRD-IP en Gag (panel A) y en PR (panel B) evaluadas y la 
variabilidad natural encontrada en las distintas variantes del VIH-1 (grupos, subtipos, CRF) 
tras analizar los 150 MRD-IP en Gag (54 cambios de aa y 1 deleción) y en PR (96 
sustituciones) entre las 2.141 secuencias alineadas que se recuperaron de pacientes naive 
y que estaban depositadas en el GenBank a fecha de estudio. Entre paréntesis se indica el 
nº de secuencias GagPol descargadas para cada variante VIH-1 (numerador) y nº de 
pacientes naive a los que pertenecen dichas secuencias (denominador). Con asterisco se 
indican aquellas posiciones de gag implicadas en un CS. Seis  posiciones de la PR (10, 20, 
46, 74, 82, 88) se encuentran en más de un grupo de MRD (primarias, secundarias o 
raras). 
 Cuando no se indica ningún cambio de aa en las celdas coloreadas de la Figura 2.1, 
todos los MRD-IP en dicha posición se encontraron en las secuencias de la variante VIH-1 
correspondiente. Sin embargo, las letras dentro de los cuadros coloreados indican los 
únicos cambios de aa relacionados con MRD-IP que se encontraban en todas las 
secuencias de la variante VIH-1 indicada. Para algunas variantes se hallaron cambios 
diferentes que no eran MRD-IP y que, por tanto, no se muestran en la Figura 2.1. 
 La Figura 2.1.A especifica las secuencias con cambios en los 55 residuos de Gag 
asociados MRD-IP estudiados entre las 2.141 secuencias de pacientes naive infectados 
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por distintas variantes del VIH-1 recuperadas del GenBank. En este estudio se identifica 
en detalle los grupos, subtipos, y recombinantes CRF específicos que llevan de manera 
natural dichos cambios asociados a resistencia a IP, alguno de los cuales aparecen en un 
gran nº de variantes diferentes,  como es el caso de las MRD-IP en los residuos 62, 76, 79, 
373, 449, y 451.  
Llama la atención la mayor presencia de MRD-IP en ciertas posiciones de Gag en los 
grupos O, P y M y en determinados recombinantes CRF que están ausentes en la mayoría 
de subtipos puros del VIH-1. Confirmamos que un gran número de cambios en Gag 
previamente asociados a MRD-IP eran, en realidad, polimorfismos naturales presentes en 
más del 90% de las secuencias de ciertos grupos, subtipos y recombinantes del VIH-1. 
También encontramos un elevado número de subtipos y recombinantes CRF del grupo M 
del VIH-1 con MRD-IP en Gag presentes entre el 51% y 89% de sus secuencias, 
principalmente en posiciones 62, 76, 79 y 451. Sin embargo, este estudio es meramente 
descriptivo y no nos permite conocer el efecto de las MRD-IP en gag en la susceptibilidad 
a IP en los pacientes infectados por esas variantes que los incluyen. 
 La Figura 2.1.B resume los resultados tras estudiar la variabilidad natural en 37 
posiciones de la PR viral previamente asociadas a resistencia a IP de las 2.141 secuencias 
de pacientes naive descargadas de GenBank, encontrando una gran conservación entre 
variantes del VIH-1.  Así, observamos que sólo 14 de las 36 MRD-IP primarias descritas en 
12 posiciones de la PR estaban presentes de manera natural en el VIH-1, aunque en 
menos del 10% de las secuencias. Encontramos MRD-IP primarias en el aa 46 de la PR en 
ciertas variantes del grupo M del VIH-1, pero en bajo número de secuencias: M46I en el 
sub-subtipo F1 (en 33% de sus 3 secuencias), M46I/L en subtipo B (2.6%), CRF01_AE 
(0.5%) y M46L en subtipo C (en 0,4% secuencias). El subtipo B presentó cambios en un 
mayor número de posiciones de la PR asociadas a MRD-IP primarias (10) comparado con 
el subtipo C (5), recombinante CRF01_AE (2) o sub-subtipo F1 (1). 
 Cuando analizamos la presencia de las 43 sustituciones de aa en 24 posiciones de 
la PR viral asociadas a resistencia secundaria a IP (MRD-IP secundarias) observamos 
mayor grado de variabilidad que la observada en las posiciones de MRD-IP primarias, 
difiriendo entre variantes del VIH-1 (Figura 2.1.B). Las mutaciones M36I/L/V, H69K/R y 
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L89MIV estaban presentes en un alto porcentaje (≥90%) en la mayoría de variantes VIH-1. 
Otras eran más específicas. Así K43T sólo se halló en secuencias del grupo O (50%), Q58E 
se encontró en las dos secuencias del grupo O (100%), en 3 de las 4 secuencias del grupo 
P (75%) y en menos del 10% de las secuencias del subtipo B del grupo M del VIH-1. 
 
Figura 2.1. Variabilidad natural en posiciones de Gag (A) y de PR (B) asociadas a MRD-IP 















También encontramos algunas MRD-IP secundarias con un porcentaje muy 
variable según la variante VIH-1 de que se trate en varios residuos, como el 16, 33, 58, 60, 
62, 63, 64, 77, 89 y 93. Algunas MRD-IP secundarias (L10F/R, L24I, M46V, F53Y/L, 
G73CSTA, N83D, I85V, y N88D) se encontraron en prevalencias muy bajas (en <1% de las 
secuencias) en ciertas variantes (Figura 2.1.B). 
 Cuando analizamos otras mutaciones (MRD-IP-otras), denominadas así en el 
programa HIVdb de Stanford, los cambios L10R e I85V se encontraron únicamente en un 
bajo nº de secuencias del subtipo B (0,12 %) y C (0,71%), respectivamente. K20I o K20R se 
encontraron en todas las secuencias del grupo N (100%, K20IR), del subtipo G (100%, 
K20I), en el CRF02_AG (90,9%, K20I), CRF14_BG (100%), CRF25_cpx (100%), CRF26_AU 
(100%, K20R), CRF35_AD (100%, K20R), CRF43_02G (100%, K20I), CRF52_01B (100%, 
K20R), CRF56_cpx (100%, K20I) y CRF63_02A1 (100%, K20I) (Figura 2.1.B). Algunas de las 
MRD-IP encontradas no han sido identificadas por Stanford y están descritas por IAS 
(Wensing et al., 2017): G16E, M36I/L/V, D60E, I62V, L63P, I64L/M/V, H69K/R, V77I, 
N83D, I93L/M. Sin embargo, los cambios encontrados en nuestras secuencias L10I/V, 
V11I, K20R, A71V/T, V82I, T74S en algunas variantes VIH-1 se señalan como mutaciones 
polimórficas en Stanford. 
 El nº de MRD-IP secundarias y raras que aparecían como polimorfismos naturales 
en ≥90% de las secuencias de la variante concreta en ausencia de IP difería entre 
variantes del VIH-1 (Tabla 2.3). Conocer esos datos es importante desde el punto de vista 
clínico, ya que la acumulación de MRD-IP secundarias se ha asociado a fracaso 
terapéutico a IP en las variantes con mayor nº (Karmochkine et al., 2000; Luk et al., 2001). 
 Los grupos O y P del VIH-1 y el recombinante CRF08_BC del grupo M del VIH-1 
presentaron el mayor nº de MRD-IP secundarias en la PR y el subtipo B del VIH-1 ninguna. 
El grupo O mostraba de manera natural los cambios M36I+A71V, previamente asociados 
a una mayor predisposición a adquirir la MRD-IP primaria D30N (Clemente et al., 2003). 
Por otro lado, los grupos O y P mostraron el polimorfismo L89I asociado previamente a 
una mayor resistencia a nelfinavir (NFV) cuando estaba en presencia de L90M respecto 
cuando a éste último cambio estaba solo (Abecasis et al., 2006). No obstante, NFV ya no 
se encuentra comercializado en la UE (http://www.ema.europa.eu/ema/). 
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 Un hecho importante es que identificamos que 18 (41,9%) de las 43 MRD-IP 
secundarias y 7 (41,2%) de las 17 MRD-IP “otras” podían considerarse polimorfismos 
naturales en la PR asociados a la variante viral del VIH-1 concreta, al estar presentes en 
un 90% o más de las secuencias PR analizadas, de dicha variante en ausencia de 
tratamiento ARV. Los polimorfismos naturales en posiciones MRD-IP no primarias podrían 
ser considerados marcadores genéticos de las variantes donde aparecen, pudiéndose 
encontrar en ese porcentaje en un rango de 1 a 9 según la variante (Tabla 2.3). 
 En más detalle, se podrían considerar como polimorfismos naturales en algunas 
variantes no-B, al estar presentes en ≥90% de sus secuencias, algunas de las MRD-IP 
secundarias (G16E, L33I, L33V, M36I, M36L, M36V, Q58E, D60E, I62V, L63P, I64V, L64M, 
H69K, H69R, V77I, L89I, L89M, L89V e I93L) y MRD-IP “otras” (L10I, L10V, V11I, K20I, 
K20R, A71V y V82I). Los seis residuos de la PR que presentaban polimorfismos naturales 
en un mayor número de variantes diferentes al subtipo B del VIH-1 (variantes no-B) en 
posiciones de MRD-secundarias y raras fueron: 10, 20, 36, 69, 89 y 93. Es de destacar que 
algunos de los virus de los subtipos G, CRF02_AG, CRF14_BG, CRF25_cpx, CRF43_02G, 
CRF56_cpx portaban K20I+M36I, quizás debido a que todos esos recombinantes llevaban 
subtipo G en su PR.  
Por el contrario, los cambios K20R+M36I estaban presentes en todos los virus 
pertenecientes a CRF26_AU, CRF35_AD y CRF52_01B analizados. K20 se mantuvo 
conservada en todos virus del subtipo D, CRF07_BC y CRF08_BC, CRF15_01B, CRF29_BF, 









Tabla 2.3. Polimorfismos naturales en PR asociados a MRD-IP presentes de manera 
natural en las distintas variantes del VIH-1 









Grupo O 7 2 
M36I, Q58E, I62V, I64V, H69R,  L89I 
L10I, A71V 
Grupo P 6 3 
L33V, M36L, D60E, I62V, H69R,L89I 
L10V, V11I, A71V 
Grupo N 3 3 








Sub subtipo A1 3 0 M36I, H69K, L89M 
Subtipo C 2 0 H69K, I93L 
Subtipo G 3 2 
M36I, H69K, L89M 
K20I,V82I 
Sub subtipo F1 2 0 M36I, L89M 
Subtipo D 1 0 V77I 
Subtipo B 0 0 - 
CRF01_AE 3 0 M36I, H69K, L89M 
CRF02_AG 2 1 
M36I,  L89M 
K20I 
CRF07_BC 2 0 L63P,I93L 
CRF08_BC 6 0 M36V, D60E, L63P, H69K, L89M, I93L 
CRF14_BG 3 2 
M36I, H69K, L89M 
K20I, V82I 
CRF15_01B 3 0 M36I, H69K, L89M 
CRF25_cpx 4 2 
M36I, I64M, H69K, L89M 
K20I, V82I 
CRF26_AU 4 1 G16E, M36I, I62V, L89M, K20R 
CRF28_BF 1 0 M36I 
CRF29_BF 2 0 M36I, L89M 
CRF33_01B 3 0 M36I, H69K, L89M 
CRF35_AD 3 1 
M36I, H69K, L89M 
K20R 
CRF43_02G 3 2 
M36I, H69K, L89M 
K20I, V82I 
CRF47_BF 2 0 M36I, H69K 
CRF49_cpx 4 0 M36I, H69K, L89M, I93L 
CRF52_01B 3 1 
M36I, H69K, L89M 
K20R 
CRF53_01B 4 0 G16E, M36I, H69K, L89M 
CRF56_cpx 4 1 
M36I, I64V, H69K, L89M 
K20I 
CRF63_02A1 5 1 




Sólo se indican los que aparecen de manera natural (en ausencia de IP) en ≥90% de las secuencias 
de la variante concreta. 
 Es importante señalar que ninguna de las 2.141 secuencias GagPol analizadas 
presentó la MRD-IP primaria L76V ni las MRD-IP secundarias K20T, L23I, E34Q y T74P, 
pudiendo ser considerados cambios que difícilmente aparecen en pacientes naive y que 
se seleccionan con el TAR (Figura 2.1). Los polimorfismos naturales en residuos asociados 
a resistencia a ARV en uso terapéutico ubicados en las tres proteínas Pol (PR, RT, IN) y en 
Gag del VIH-1 asociados a cada grupo, subtipo y CRF del VIH-1 y las MRD que no aparecen 
en ninguna de nuestras secuencias de pacientes naive analizadas se indican en la Tabla 
D.1 y Tabla D.2 de la Discusión integradora respectivamente. Estos resultados están en la 
actualidad en fase de preparación para su publicación en una revista internacional de alto 
impacto. 
EFECTO DE LA EXPOSICIÓN A IP EN LA CONSERVACIÓN DE 11 POSICIONES DE GAG 
ASOCIADAS A MRD-IP EN MUESTRAS CLINICAS 
 Con el fin de evaluar si la exposición a IP en los pacientes afectaba al grado de 
conservación de las MRD-IP en gag, empleamos un panel de 149  secuencias gag 
recuperadas de virus procedentes de 106 pacientes naive para IP y 43 pacientes con 
experiencia previa a IP. Los pacientes estaban infectados por distintas variantes del grupo 
M del VIH-1. Los alineamientos se hicieron con respecto a la secuencia consenso de 
consensos descargada del GenBank. La región de 515 nt analizada de gag incluía 4 CS y 11 
residuos de Gag previamente asociados a MRD-IP en 4 proteínas Gag: residuos 373 y 374 
en P2, 378, 428 y 431 en P7, 436 y 437 en P1, y 449, 451, 452, y 453 en P6. 
DESCRIPCIÓN DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO  
 La Tabla 2.4 presenta las características epidemiológicas y clínicas de los 149   
pacientes infectados por VIH-1, cuyas secuencias gag estaban disponibles en el 
Laboratorio EpimolVIH para realizar este análisis. La mayor parte (106 pacientes, 71%) de 
secuencias gag procedían de pacientes naive para IP (sin experiencia previa a IP) y las 
restantes (43 pacientes, 29%) se recuperaron de pacientes con un régimen TAR que 
incluía IP. Tres cuartas partes de los pacientes (77%) eran de origen extranjero en 
seguimiento clínico en Madrid, siendo originarios principalmente de África subsahariana, 
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donde las variantes no-B del VIH-1 predominan. El resto (23%) procedían de España 
(Figura 2.2). Cerca de la mitad (48%) eran hombres y la principal vía de transmisión 
fueron las  relaciones homo/bisexuales sin protección (45% de los casos). Cerca de dos 
tercios (64%) de los 149 pacientes estaban infectados por variantes no-B del VIH-1, 
previamente caracterizadas por análisis filogenético de las secuencias virales  en la región 
gag (Holguín et al., 2005). Encontramos distintos subtipos (18 secuencias pertenecientes 
al subtipo A, 54 B, 4 C, 2 F, 13 G, 1 H) y recombinantes (45 CRF02_AG, 4 CRF11_cpx, 1 
CRF14_BG, 7 URF) del VIH-1. 
Tabla 2.4. Descripción de 149 pacientes infectados por VIH-1 con secuencia gag 
 
  Total Naive Tratados 
 Nº (%) Nº (%) Nº (%) 
 149 106 (71%) 43 (29%) 
Origen 
España 34 (23%) 20 (19%) 14 (32.5%) 
Extranjeros 115 (77%) 86 (81%) 29 (67%) 
Sexo 
Hombre 72 (48%) 47 (44%) 25 (58%) 
Mujer 55 (37%) 40 (38%) 15 (35%) 
Desconocido 22 (15%) 19 (18%) 3 (7%) 
Grupo de riesgo 
Heterosexual 27 (18%) 20 (19%) 7 (16%) 
Homo/Bisexual 67 (45%) 49 (46%) 18 (42%) 
UDVP 6 (4%) 5 (5%) 1 (2%) 
Vertical 2 (1.3%) 0 2 (5%) 
Transfusión 1 (0.7%) 0 1 (2%) 
Desconocido 46 (31%) 32 (30%) 14 (32,5%) 
TAR con IP 
Sí 43 (29%) 0 43 (100%) 
No 106 (71%) 106 (100%) 0 
Variante del VIH-1 
Subtipo  B 54 (36%) 33 (31%) 21 (49%) 
Variantes no-B 95 (64%) 73 (69%) 22 (51%) 
       Subtipos no-B 38/95 (40%) 27/73 (37%) 11/22 (50%) 
       Recombinantes CRF 57/95 (60%) 46/73 (63%) 11/22 (50%) 
Periodo de toma 
de muestra 
<2000 18 (12%) 10 (9%) 8 (19%) 
2000-2003 58 (39%) 30 (28%) 28 (65%) 
2004-2006 6 (4%) 6 (6%) 0 
Desconocido 67 (45%) 60 (57%) 7 (16%) 
 
UDVP, usuarios de drogas por vía parenteral; TAR, tratamiento antirretroviral; IP, inhibidores 




Figura 2.2. Origen geográfico de  los 106 pacientes naive y los 43 tratados con IP 
 
EFECTO DE LA EXPOSICIÓN A IP  EN EL GRADO DE CONSERVACIÓN DE 4 CS  
 Entre los 4 CS analizados, en los virus recuperados de 149 pacientes con y sin 
exposición a IP  la conservación de aa en los sitios CS4 (P7/P1), CS2 (P24/P2) y  CS5 
(P1/P6) fueron mayores que la del primer sitio de procesamiento CS3 (P2/P7). Los 
resultados de conservación observados, considerando sólo las secuencias de los 4 CS de 
los 106 pacientes naive, fueron similares a los obtenidos tras analizar secuencias del 
GenBank recuperadas de pacientes naive representantes de todas las variantes del VIH 
(Figura 1.4, capítulo 1 de esta Tesis). La presencia de IP en esos pacientes parece que no 
afectó significativamente el grado de conservación de estos sitios, exceptuando en las 
variantes del subtipo G del grupo M, donde el TAR con IP aumentó de manera 
significativa la conservación de aa del CS5 (P1/P6gag) del 79% al 97,7% (p=0,033) (Tabla 
2.5). Cuando se consideraron todas las secuencias  de los 149 pacientes,  la conservación 
del CS5 tendió a aumentar en virus de pacientes tratados, pero sin llegar a la significación 
estadística (90,4% vs. 93,5%, p = 0.054), lo que sugeriría el interés de ampliar estos 


























































































































































































































































































Leyenda Tabla 2.5. Pac, pacientes con secuencias analizadas; aa, aminoácido. N, naive; IP, tratados con inhibidores de la PR (IP); P24/P2 (CS2); P2/P7 (CS3); P7/P1 (CS4); 
P1/P6 (CS5). Recomb, recombinantes; p-valores resultantes de comparar las tasas de conservación de aa en las secuencias en los sitios CS analizados tomadas de 




 La disponibilidad de nueva información  sobre la función de las proteínas Gag, en 
el ensamblaje, liberación y maduración del VIH-1, ha permitido conocer las vías de la 
célula huésped que el virus utiliza para promover su replicación y factores de restricción 
celular que impiden la infección del virus. Sin embargo, el papel de las proteínas Gag 
apenas ha tenido aún aplicación clínica en el desarrollo de nuevos ARV inhibidores de la 
maduración (Waheed and Freed, 2012) a pesar de que los IP bloquean el procesamiento 
de Gag y GagPol por interferir con la actividad enzimática de la PR del VIH-1. Bevirimat es 
el primer ARV perteneciente a la familia de los inhibidores de la maduración, cuyo 
mecanismo de acción está relacionado con la función de Gag, aunque actualmente hay 
más compuestos de esta familia de inhibidores de maduración en desarrollo para su uso 
clínico (Blair et al., 2009; Titolo 2010; Urano et al., 2015; Spearman 2016). Bevirimat 
impide la formación de la proteína p24 de la cápsida viral, al inhibir el procesamiento de 
los precursores virales Gag y GagPol por la PR viral (Li et al., 2006). Sería un ARV dirigido 
frente al sustrato específico de la PR viral y no frente a la propia enzima viral. El fracaso 
del tratamiento de los pacientes en un estudio clínico de fase II de bevirimat se atribuyó a 
polimorfismos naturales en las posiciones de unión a fármacos, apareciendo en patrones 
subtipo específicos (Adamson et al., 2010; Li et al., 2013). Algunos autores encontraron 
una asociación entre MRD a bevirimat y MRD a IP, encontrando que algunos 
polimorfismos frecuentemente observados en los residuos 6-8 del espaciador SP1 
conferían diferentes grados de susceptibilidad al bevirimat (Verheyen et al., 2010). Por 
eso, nuevos compuestos derivados del bevirimat y más potentes están en desarrollo 
(Urano et al., 2015). 
 En países con elevados recursos y una experiencia acumulada de 15 años con el 
TAR, entre el 4,8 y 20% de los nuevos diagnósticos están infectados por variantes del VIH-
1 con algún grado de resistencia a los fármacos ARV (Descamps et al., 2010). En pacientes 
que muestran fracaso a IP se ha observado una acumulación de mutaciones no sólo en 
sus PR, como era de esperar, sino también en proteínas Gag y en ciertos CS en Gag, 
sugiriendo un papel en la susceptibilidad a IP (Zhang et al., 1997; de Oliveira et al., 2003; 
Fun et al., 2012) y en la recuperación de fitness reducido previamente por mutaciones de 
resistencia en la PR (Kaufmann et al., 2001; Nijhuis et al., 2005; Parry et al., 2009).  Por 
tanto, la diversidad genética en Gag puede contribuir a la resistencia a IP, y las 
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mutaciones en los CS pueden conferir resistencia o susceptibilidad disminuida a IP y 
emerger antes que las mutaciones en la PR (Lambert-Niclot et al. 2012; Fun et al. 2012; 
Giandhari et al. 2016). Esto explicaría la ausencia de MRD-IP en la PR en muchos 
pacientes con TAR incluyendo IP con FV.   
Así, las sustituciones observadas en los sitios de procesamiento de gag o GCS en 
los residuos 431, 436 y 437 en el CS4 (NC/p1), 449 en el CS5 (P1/P6), 453 en el CS8 
(P6/PR) se han asociado con una disminución en la susceptibilidad a IP y FV durante el 
tratamiento con IP en ausencia de sustituciones en la PR (Giandhari et al. 2016). También 
se relacionó el polimorfismo natural P453L en gag con MRD a IP vía I84V vs. V82I (Bally et 
al., 2000). Otros estudios han propuesto distintas asociaciones entre ciertos cambios en 
gag con MRD-IP: A431V (en NC) asociado a MRD a IP I54V y V82A, I437V (en P1) con I54V-
V82F/T/S y L449F/R452S/P453L (en P6) con D30N-I84V (Verheyen et al. 2006). Se ha 
descrito que virus con las mutaciones L76V en la PR o  I437T/V en gag podrían inducir 
resistencia a darunavir (DRV) sin necesidad de existir ninguna otra mutación (Lambert-
Niclot et al., 2008). Incluso existen estudios que demuestran que ciertas mutaciones en 
gag aceleran la aparición de MR a ciertos IP, pero retrasan la adquisición de resistencias 
para otros IP (Aoki et al., 2009). Nuestro análisis realizado en la primera parte de este 
capítulo ha identificado cambios de aa en todos estos residuos en un gran número de 
variantes, con una mayor prevalencia en variantes recombinantes CRF y en grupos no-M 
del VIH-1. No hemos encontrado la asociación MRD-IP en Gag A431V (en NC) asociado a 
MRD-IP I54V y V82A en PR, ni tampoco I437V (en P1) con I54V-V82F/T/S (en PR), ni 
L449F/R452S/P453L (en P6) con D30N-I84V (en PR). 
 También se ha observado que cambios en gag cooperan con mutaciones en PR 
originando resistencia a IP. Así, en un análisis longitudinal de pacientes en FV de primera 
línea con IP incluyendo lopinavir (LPV), la mutación L76V en la PR, previamente asociada a 
fracaso con LPV, se asociaba con la mutación M46I en la PR y con el cambio A431V en gag 
(Knops et al., 2010) localizada en el sitio de procesamiento CS4 (P7/P1). Este cambio en 
gag ya había sido descrito previa y exclusivamente en el 23% de pacientes con FV a IP 
(Bally et al., 2000). Nuestro estudio ha identificado la presencia natural del cambio A431V 
solamente en un mínimo nº de cepas de subtipo B (0,98%) y subtipo C (0,4%) de 
pacientes naive, pero en ninguna del resto de variantes del VIH-1 analizadas. 
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 Actualmente tan solo un número limitado de estudios evalúa la variación en gag y 
en CS  entre variantes (de Oliveira et al., 2003; Fun et al., 2012) y la mayoría de los datos 
están centrados en el subtipo B o en pocas variantes no-B, siendo también limitado el 
número de secuencias incluidas de cada uno. En pocos estudios se ve la influencia del TAR 
(Bally et al., 2000). Previamente se había descrito que el TAR no afectaba de manera 
significativa ni al grado de inserciones ni de deleciones en algunas proteínas Gag como P6 
(Holguín et al., 2005), pero no se había estudiado cómo el TAR con IP puede afectar al 
grado de conservación de los CS en las distintas variantes del VIH-1. Por ello, en la 
segunda parte de este capítulo, se evaluó la presencia de cambios en 4 GCS previamente 
asociadas a mutaciones de resistencia a IP y también cómo el TAR con IP afecta al grado 
de conservación en los CS en distintas variantes del grupo M del VIH-1. Nuestros 
resultados han identificado una variante (subtipo G) donde el TAR con IP aumentó 
significativamente el grado de conservación de uno de los CS (CS5, P1/P6gag) tras 
comparar secuencias del CS5 de virus de subtipo G de pacientes naive y tratados con IP. 
No sabemos si una mayor conservación de ese sitio podría tener alterada la capacidad 
proteolítica del corte por la PR en las variantes del subtipo G, o si los polimorfismos 
naturales presentes en la PR de subtipo G podrían verse compensados por esa mayor 
conservación del CS6. Tampoco sabemos si la mayor variabilidad (menor conservación de 
aa) presente en algunos CS como el CS3 (P2/P7) se pueda ver compensada por 
mutaciones en la PR específicas de variante. Se desconoce si aumentando el tamaño 
muestral de esas variantes analizadas, algunas de las diferencias de conservación en los 
GCS de virus entre pacientes naive y tratados con IP, se pudiera hacer significativa.  
 La primera limitación del estudio expuesto en este capítulo es que no incluye 
secuencias de todas las variantes del VIH-1 y que el nº de secuencias por variante no es 
homogéneo entre los grupos estudiados, tanto en secuencias del GenBank como en las 
secuencias de los 149 pacientes infectados. En el primer caso se debe a que descargamos 
las secuencias de GagPol que tenían los genes codificantes de ambas proteínas del mismo 
paciente en una misma secuencia, con el fin de analizar posible coevolución de MRD Gag 
y Pol. A pesar de ello, es el trabajo que mayor nº de CRF diferentes incluye. En el segundo 
caso, a pesar del bajo nº de variantes diferentes, el % de variantes no-B entre los 149 
pacientes con VIH-1 de estudio fue seis veces superior a la tasa de variantes no-B en 
España (64% vs. 10%), al haber  priorizado aquellos pacientes que procedían de zonas 
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endémicas para infecciones por cepas no-B, como es África subsahariana. Por ello, a pesar 
de que el número de secuencias gag asociado a cada variante es pequeño, para ciertos 
variantes no habría sido posible encontrar el mismo número de todas ellas en pacientes 
infectados en España (Yebra et al., 2012).    
La segunda limitación es que no hemos podido evaluar la influencia de las MRD-IP 
en Gag en la susceptibilidad en IP, ya que el algoritmo de Stanford sólo permite 
incorporar secuencias Pol. Ello impide evaluar el impacto de los polimorfismos Gag en la 
resistencia a IP en la práctica clínica de pacientes en TAR con IP.  
 Una tercera limitación es que el estudio es descriptivo y no se incluyen estudios 
funcionales. Estos nos habrían dado más información acerca del efecto de la mayor o 
menor conservación en cada CS y variante del VIH-1 en la susceptibilidad a fármacos y en 
la maduración del virus y de la función específica en el ciclo viral de los residuos 
conservados en las 149 variantes analizadas en posiciones MRD-IP en gag y PR. También 
se requerirían estudios funcionales que expliquen el efecto de una mayor conservación 
en la eficacia de corte de la PR viral y si la PR de cada variante coevoluciona con Gag para 
garantizar una eficacia óptima de corte en los sitios más variables. La complejidad 
elevada, coste de estos ensayos y la ausencia de tiempo real para llevarlos a cabo 
justifican que no se hayan incluido.  
 En este capítulo hemos visto que las distintas variantes del VIH-1 presentan 
distinto grado de conservación en motivos que deberían de estar conservados para 
garantizar un buen procesamiento y maduración del VIH-1. Se desconoce la repercusión 
biológica de esas diferencias en la conservación de los aa observadas en los CS y el efecto 
que tendría en el procesamiento y en el ciclo viral en los distintos grupos, subtipos y 
recombinantes del VIH-1 (Lee et al., 2012). Por otro lado, puesto que la región gag 
generalmente no se secuencia cuando se producen los fracasos terapéuticos durante el 
seguimiento clínico de los pacientes con VIH en TAR con IP y, que Stanford no tiene 
disponible el algoritmo que prediga resistencia a IP en base a MRD-IP en gag,  resulta 
difícil identificar las MRD-IP en Gag y entender bien el alcance en la respuesta terapéutica 
de su asociación con las MRD-IP durante el seguimiento clínico de los pacientes 










Variabilidad natural en posiciones de la RT 
asociadas a resistencia a inhibidores de la 
transcriptasa inversa en las distintas 
variantes del VIH-1 en pacientes naive 
“Uno de los indicios más fuertes de que hay vida inteligente en el espacio extraterrestre es que no 
se ha hecho intento alguno de establecer contacto con nosotros”  







JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
 La transcriptasa inversa (TI) o retrotranscriptasa (RT) es una proteína viral 
heterodímera formada por las proteínas p66 y p51. Se encarga de la transcripción inversa 
del ARN genómico viral y formación del ADN complementario de doble cadena que se 
integrará en el genoma de la célula infectada (Paso 3 Figura I.3 de Introducción).  Los 
fármacos inhibidores de la transcriptasa inversa (TI), análogos de nucleósido y nucleótido 
(ITIAN) junto con los no análogos de nucleósido (ITINAN) integran una de las principales 
estrategias del TAR combinado. La combinación de dos fármacos ITIAN y un ITINAN 
constituye una de las pautas de TAR combinado y con determinados fármacos puede 
emplearse como TAR de primera línea. 
 Los fármacos inhibidores de la TI fueron los que primero se desarrollaron para el 
tratamiento del VIH-1, muchas veces administrados en dosis y regímenes subóptimos de 
monoterapia y biterapia. Ello ha contribuido, junto con la baja barrera genética de 
muchos de ellos, a un frecuente desarrollo de resistencias. Los virus de pacientes con un 
prolongado uso de ITIAN a menudo acumulan mutaciones que confieren resistencia 
específica a los diferentes fármacos usados. Es frecuente que el tratamiento con uno o 
dos ITIAN puede desembocar en la selección de virus con mutaciones de multirresistencia 
a casi todos los ITIAN disponibles (Jiamsakul et al., 2014). 
 Se conoce que las mutaciones de resistencia a fármacos en el gen pol del VIH-1 
representan uno de los factores críticos asociados con el fracaso de la terapia ARV en 
pacientes infectados por este virus (Misbah et al. 2016). En el caso concreto de las 
mutaciones de resistencia a los ITINAN cabe destacar su elevada frecuencia y el aumento 
de su prevalencia en los últimos años en algunas zonas geográficas, reflejando los 
patrones locales del uso de ARV (Rhee et al., 2015). 
 Como ya hemos ido comentando a lo largo de esta Tesis, durante la evolución viral 
se fijan cambios diferenciales en las distintas variantes del VIH (polimorfismos naturales)  
a lo largo de su genoma que se podrían considerar como marcadores genéticos de los 




polimorfismos se localizan en posiciones de proteínas donde se han localizado cambios 
asociados a resistencias a ARV y fracaso terapéutico. Por ello, la disponibilidad de 
secuencias genéticas en GenBank en el gen de la RT permite estudiar la variabilidad 
natural en esas posiciones asociadas a resistencia a ARV de la familia de los ITIAN e 
ITINAN. Sin embargo, la mayor parte de los estudios sobre mutaciones genéticas en las 
proteínas del VIH-1 seleccionadas como dianas farmacológicas para el TAR se limitan a 
pacientes con VIH-1 subtipo B, y no se han realizado esfuerzos suficientes para identificar 
mutaciones de resistencia a fármacos en una escala más amplia, sobre todo en los nuevos 
recombinantes que están surgiendo en la pandemia.  Por todo ello nos propusimos en 
este trabajo identificar y describir los polimorfismos naturales a nivel de aa de la RT 
asociados a resistencia a los inhibidores de la TI de la familia de los ITIAN e ITINAN en las 
distintas variantes del VIH-1 recuperadas de pacientes naive depositadas en el GenBank a 
fecha de estudio.  
 Como es conocido, la eficacia del TAR puede verse reducida en pacientes que han 
seleccionado un virus resistente a ARV tras el TAR (resistencia adquirida). Sin embargo, 
también pacientes naive a TAR pueden responder peor al tratamiento si han adquirido la 
infección con una cepa resistente (resistencia primaria), hecho que está aumentando en 
África, EE.UU., Europa y difiriendo según el origen y el grupo de riesgo de los pacientes  
(Yebra et al., 2010; de Mulder et al., 2012; Frenz et al., 2014; Yebra et al., 2014;  Pham et 
al., 2014, Rojas et al., 2014, Rhee et al., 2015; Ssemwanga et al., 2015; Margot et al., 
2017). A medida que el número de individuos en TAR con mutaciones de resistencia 
adquirida (MRA) aumenta, también lo hace la proporción de individuos recién infectados 
con mutaciones de resistencia transmitida (MRT). La instauración de regímenes que 
incluyen ARV con  alta barrera genética a desarrollar resistencia, combinado con una 
mejora de adherencia al TAR, podrían mitigar el aumento de resistencias en los pacientes 
infectados. Gracias a ello, en países de Europa Occidental, la emergencia de resistencias a 
ARV ha disminuido mucho, y la transmisión de cepas resistentes se ha estabilizado en los 
últimos años. Sin embargo, en muchos países de recursos limitados, aún no se ha 
regulado las tasas de resistencias transmitidas ni adquiridas (Jiamsakul et al., 2014; 




 Las tasas de MRT son mayores para ITIAN en Europa (Hofstra et al., 2016), y en 
muchas partes del mundo llegando incluso a valores del 45% en ciertas regiones (Hofstra 
et al., 2017). No obstante, el impacto en resistencia es mayor para ITINAN que para ITIAN. 
Así, un estudio que incluía 50.870 pacientes naive de 111 países observó que sólo un 
pequeño nº de MRD a ITINAN (4 MRD: K101E, K103N, Y181C, y G190A) causaban más del 
80% de infecciones en pacientes naive en todas las regiones y subtipos (Rhee et al., 2015). 
 En concreto en España la Red de Investigación en SIDA-CoRIS, en el periodo 2007-
2012 estimó una prevalencia global de resistencias primarias en RT y PR del 7,6% (GESIDA 
2017; Álvarez M et al., 2015). Durante 1993-2010, la prevalencia global de MRT en la 
Cohorte de niños y adolescentes infectados por VIH de Madrid, integrado en la Cohorte 
Nacional de pacientes pediátricos con infección VIH (CoRISPe), fue del 13,6%, mayor que 
en la Cohorte de adultos de la Red de SIDA (CoRIS) durante 2007-2010 (8,6%) o 2011-
2013 (6,9%) o 2007-2012 (7,6%). En la cohorte pediátrica de Madrid las infecciones por 
virus con triple resistencia a IP, ITIAN e ITINAN fueron frecuentes entre 2000-2011.  
 Ya que identificar qué MRD-ITIAN y MRD-ITINAN están presentes de manera 
natural en las distintas variantes del VIH-1 podría ayudar a entender mejor las resistencias 
a inhibidores de la RT, nos propusimos: 
 Identificar mutaciones de resistencia (MRD) a los fármacos inhibidores de la RT del 
VIH-1 en las distintas variantes del virus con secuencias depositadas en GenBank 
procedentes de pacientes naive.  
 Analizar los polimorfismos naturales a nivel de aa de la RT asociados a resistencia 
a ITIAN e ITINAN, en distintas variantes del VIH-1 recuperadas de pacientes naive y 
depositadas en GenBank.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
 SECUENCIAS RT DE PACIENTES NAIVE  DESCARGADAS DE GENBANK E 
IDENTIFICACIÓN DE AA RELACIONADOS CON RESISTENCIA 
 Para llevar a cabo los objetivos del presente capítulo, en primer lugar en agosto de 




pertenecientes a los grupos O, N, y P, así como de los 9 subtipos y todos los CRF del grupo 
M del VIH-1 disponibles recuperados de pacientes que no habían recibido previamente 
TAR o naive. La selección de secuencias del VIH-1 pertenecientes a pacientes naive de la 
base de datos del GenBank, se realizó utilizando el filtro “only drug naive sequences” y 
para seleccionar únicamente una secuencia por paciente incluimos el filtro “one 
sequence/patient”. Asimismo, la herramienta “compose sequence labels” nos permitió 
disponer de los datos identificativos de cada individuo con secuencia descargada: subtipo, 
nº de acceso del GenBank, código de paciente, año de muestreo, país, entre otros. 
 En la búsqueda de las secuencias p51 de la RT pertenecientes a pacientes naive 
entre las distintas variantes, observamos que algunas variantes del VIH-1 no disponían de 
secuencias “drug naive”, estando representadas estas variantes en GenBank únicamente 
con secuencias pertenecientes a pacientes en TAR. Para cerciorarnos que no hubiera 
secuencias de estas variantes pertenecientes a pacientes naive en otras regiones 
genómicas distintas a p51 y que incluyeran la RT, ampliamos nuestra búsqueda en Pol 
CDS (incluye PR, RT e IN) y el genoma completo. Finalmente contamos para poder llevar a 
cabo nuestros objetivos con un total de 3.592 secuencias descargadas del GenBank 
pertenecientes a 3.592 pacientes naive a TAR. Con ellas pudimos evaluar la variabilidad 
asociada a cada variante viral en posiciones de la proteína RT asociadas a susceptibilidad 
disminuida o resistencia a fármacos ITIAN e ITINAN.  
 Una vez descargadas y alineadas todas las secuencias, procedimos a estudiar la 
presencia de los cambios a nivel de aa de la proteína RT asociados a resistencia (MRD-RT) 
descritos en diversas fuentes de información.  
 En concreto, se tomaron como referencia las mutaciones descritas por el grupo 
IAS-USA en 2017 (Wensing et al., 2017),  por la base de datos de resistencias a fármacos 
VIH de la Universidad de Stanford (HIV Drug Resistance Database, 
https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/NRTI/, 
https://hivdb.stanford.edu /dr-summary/comments/NRTI/,  
https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/NNRTI/, 
https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/comments/NNRTI/) y también las descritas por 








En base a toda la información encontrada, las MRD-ITIAN se clasificaron según 
muestra la Tabla 3.1 en 3 grupos:  
A. Las mutaciones major o principales incluyeron las mutaciones de resistencia 
múltiple o multiresistencia a ITIAN, representadas por las TAM (mutaciones no 
polimórficas seleccionadas por los análogos de timidina, AZT y d4T), por el 
complejo de inserción 69 y por el complejo 151. También incluyeron las MRD 
discriminatorias, que inducen resistencia mediante un mecanismo 
discriminatorio o por disminución de unión al sustrato.  
B. Las mutaciones accesorias incluían las TAMs accesorias, mutaciones No-TAM, 
y Otras mutaciones a las que Stanford no ha asignado un score de resistencia 
hasta el momento. En estas Otras mutaciones a menudo son mutaciones que 
están asociadas con resistencia a los ARV, pero que son principalmente 
accesorias, y que son polimórficas (es decir, que con frecuencia se producen 
incluso en personas no tratadas). Sin embargo a veces se incluyen mutaciones 
raras no polimórficas seleccionadas por el TAR que no han demostrado 
contribuir a la resistencia a ITIAN.  
C. Las mutaciones raras o poco frecuentes.  
 Es de destacar que algunas MRD-ITIAN se encontraban en dos grupos diferentes 
según la clasificación de Stanford. Este es el caso de K70/Q/T/N/S, L74V/I e Y115F 
incluidas en las MRD major discriminatorias y MRD accesorias No-TAMs adicionales.  
 En total, pudimos identificar un total de  69 MRD, 4 deleciones y una inserción 
ubicadas en 25 residuos aminoacídicos de la RT relacionadas con resistencia a ITIAN y 67 
MRD-ITINAN en 25 aa diferentes de la RT  (Tabla 3.1). Por tanto, las 136 MRD a 
inhibidores de la RT estaban ubicadas en 50 residuos de la RT diferentes. Observamos 
varias posiciones de la RT cuyos cambios según su naturaleza, se incluían en distintos 
grupos. Para ITIAN, eran 11 posiciones de la RT (41, 65, 67, 69, 70, 74, 75, 115, 151, 215, 











MRD-ITIAN, mutaciones de resistencia a inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de 
nucleósido o nucleótido; TAMs, mutaciones asociadas a los análogos de la timidina; C 69, 
complejo de mutaciones de la inserción 69; C 151, complejo de mutaciones 151. Las mutaciones 
sombreadas en gris se encuentran en más de un grupo dentro de la clasificación. Las mutaciones 
M41L, A62V, K70R, L210W, T215YF, K219QE se incluyen también en el complejo de mutaciones de 
la inserción 69. MRD-ITINAN, mutaciones de resistencia a inhibidores de la transcriptasa inversa 




INTERPRETACIÓN DE LA RESISTENCIA A NIVEL DE GENOTIPO EMPLEANDO EL 
ALGORITMO HIVdb DE STANFORD  
 Las secuencias se introdujeron en la aplicación de Stanford 
(http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra?action=sequenceInput), para confirmar 
las MRD-ITIAN e MRD-ITINAN encontradas e interpretar el nivel de resistencia estimado 
para cada ARV según su puntuación o “scores” de mutación: susceptible (0-9), nivel de 
resistencia potencialmente bajo (10-14), bajo (15-29), intermedio (30-59) o alto nivel de 
resistencia (≥ 60) (Tabla 3.2). 
 Algunos cambios analizados no se incluyeron en la Tabla porque no tenían score 
asignado por Stanford, como V118 I, V75T/M/A/S, M41I e T69 S/A/I/E (MRD-ITIAN) o 




Tabla 3.1. Grado de resistencia o score para ITIAN (A) o ITINAN (B) predicho por Stanford para cada MRD en la RT   
MRD-ITIAN (A) TIPO 
ITIAN y score 










L (15) L (15) L (0) L (5) L (10) L (5) L 0) 
A62 V V(5) V(5) V(5) V(5) V(5) V(5) V(5) 
D67 N N (15) N (15) N (0) N (5) N (5) N (5) N (0) 
K65 R R (-15) R (60) R (30) R (45) R (60) R (60) R (30) 
T69 Inserción 60 60 30 60 60 60 30 
K70 E E (-10) E (15) E (10) E (15) E (15) E (15) E (10) 
















V75 I I (5) I (5) I (5) I (5) I (5) I (5) I (5) 
F77 L L (10) L (10) L (5) L (5) L (10) L (5) L (5) 
Y115 F F (0) F (0) F (0) F (60) F (0) F (15) F (0) 
F116 Y Y (10) Y (10) Y (5) Y (10) Y (10) Y (5) Y (5) 


















































MRD-ITIAN (A) TIPO 
ITIAN y score 



























































































































































































MRD-ITIAN (A) TIPO 
ITIAN y score 






E (0) E (10) E (0) E (10) E (10) E (10) E (0) 
K65 N N (-10) N (30) N (15) N (30) N (30) N (30) N (15) 
D67 Deleción  30 30 15 30 30 30 15 
S68 Deleción 0 30 15 15 30 15 15 














































K70 Deleción 0 30 15 15 30 15 15 




MRD-ITIAN (A) TIPO 
ITIAN y score 
AZT D4T 3TC ABC DDI TDF FTC 











10 10 0 0 0 10 0 
L210 W + T215 Y/F 10 10 5 10 10 10 5 
L210 W + T215 
S/C/D/E/I/V/A/L/N 
5 5 0 5 5 5 0 
E40 F + M41 L + L210 W + 
T215 Y/F 
5 5 0 5 5 5 0 
M41 L + L210 W 10 10 0 10 10 10 0 
M41 L + L210 W + T215 Y/F 0 0 5 5 0 5 5 
M41 L + T215 
S/C/D/E/I/V/A/L/N 
5 5 0 5 5 5 0 
M41 L + T215 Y/F 10 10 5 15 10 10 5 
M41 L +  E44 A/D + L210 W + 
T215 Y/F 
5 5 0 5 5 5 0 
M41 L +  D67 E/G/N + T215 
Y/F 
5 5 5 5 5 5 5 
K65 R + Q151 M 10 0 0 0 0 10 0 
D67 E/G/N + T215 Y/F + K219 
Q/E/N/R 
5 5 0 5 5 5 0 
D67 E/G/N + K70 R + M184 
V/I + K219 Q/E/N/R 
0 0 0 20 0 0 0 
D67 E/G/N + K70 R + K219 
Q/E/N/R 
10 10 10 10 10 10 10 
K70 E/G/Q/T/N/S + M184 
V/I 
0 10 0 0 0 10 0 
K70 R + T215 Y/F 5 5 0 5 5 5 0 
L74 V/I + M184 V/I 0 0 0 15 0 0 0 






MRD-ITINAN (B) TIPO 
ITINAN y score 







































































































G (30) G (15) G (10) G (15) 
V108 I I (15) I (10) I (0) I (0) 



















V179F F (15) F (10) F (15) F (15) 
H221 Y Y (15) Y (10) Y (10) Y (15) 
P225 H H (45) H (45) H (0) H (0) 















ITIAN, Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósido y análogos de nucleótido. 
ITINAN, Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósido. AZT (zidovudina), D4T 
(estavudina), 3TC (lamivudina), ABC (abacavir), DDI (didanosina), TDF (tenofovir disoproxil 
fumarato), FTC (emtricitabina), NVP (nevirapina), EFV (efavirenz), ETV (etravirina), RPV 
(rilpivirina). Los ITIAN e ITINAN están colocados por orden respecto a la fecha de autorización 
(Anexo II). Las mutaciones sombreadas en gris están presentes en más de un tipo de la 
clasificación de Stanford. 
 
 
MRD-ITINAN (B) TIPO 
ITINAN y score 






V (30) V (30) V (10) V (15) 
K103 H H (60) H (60) H (0) H (0) 
K103 T T (60) T (15) T (0) T (0) 
E138 R R (10) R (10) R (10) R (15) 





































F227 C C (45) C (45) C (30) C (45) 
M230 I I (30) I (15) I (15) I (30) 
Y318 F F (30) F (10) F (0) F (0) 











5 5 5 0 
K101 E  + M184 I 0 0 0 15 
K101 E  + Y188 L 0 0 5 0 
K101 E  + G190 A 0 0 5 0 
K101 E  + G190 S 0 0 5 0 
K103 R + V179 D 20 20 0 15 
V106 A + F227 L 0 15 0 0 
E138 K + M184 I 0 0 0 15 
V179 F + Y181 C 0 0 15 15 
V179 T + Y181 C 0 0 10 10 
Y181 C + G190 A/C/S/T/V 0 0 10 10 




VARIABILIDAD NATURAL EN POSICIONES DE RT ASOCIADAS A MRD  
 La frecuencia de cada MRD-ITIAN e MRD-ITINAN presente en cada variante VIH-1 
fue evaluada. Se estableció un código de colores que representaba el porcentaje de 
secuencias que presentaron las MRD-ITIAN o MRD-ITINAN (rojo: ≥90%, naranja: 51-89%, 
azul: 10-50%, verde: <10% y blanco: sin mutación). 
RESULTADOS 
VARIABILIDAD NATURAL EN POSICIONES DE LA RT ASOCIADAS A MRD-ITIAN Y MRD-
ITINAN EN SECUENCIAS DESCARGADAS DE GENBANK  
 Para este estudio se descargaron, según se muestra en la Figura M.1 de Material y 
Métodos general, un total de 3.592 secuencias pertenecientes cada una de ellas a un 
paciente diferente infectado por alguna de las variantes virales del VIH-1. Estas 3.592 
secuencias se distribuyen de la siguiente forma: grupo M (3.585), grupo O (3), grupo N (2) 
y grupo P (2). En concreto las secuencias correspondientes al grupo M incluyeron 2.828 
secuencias de los nueve subtipos existentes (2 A, 50 A1, 1.563 B, 1.148 C, 7 D, 1 F, 16 F1, 3 
F2 y 38 G) y 757 secuencias de 28 CRF de las 88 CRF descritas en la actualidad.  
 A partir de las 3.592 secuencias descargadas pudimos estudiar la variabilidad 
natural en los 50 aa de secuencias de RT donde se han identificado las 136 MRD a ITIAN e 
ITINAN (Figura 3.1). Sólo analizamos la presencia de cambios específicos asociados a MRD 
mostrados en la Tabla 3.1 y no de otros aa diferentes, aunque se encontraran. Entre 
paréntesis en la Figura 3.1. indicamos el número de secuencias RT (p51) descargadas para 
cada variante VIH-1, que coincide  con el número de pacientes naive a los que pertenecen 
dichas secuencias. Es de destacar que el subtipo B presentaba un mayor nº de posiciones 
de MRD-ITIAN y de MRD-ITINAN afectadas comparado con el resto de variantes, 
incluyendo otras con un alto nº de secuencias representadas en el estudio, como es el 






 Figura 3.2. Variabilidad natural en posiciones de RT asociadas a MRD-ITIAN (A) y a MRD-ITINAN (B) en 3.592 secuencias de pacientes 













A partir de la Figura 3.1 podemos interpretar que la presencia de MRD a los ITIAN 
estudiados fue poco frecuente en aquellos pacientes naive al TAR (Figura 3.1.A). Así, las 
MRD-ITIAN principales o “major” aparecían en un bajo porcentaje de secuencias (<10%) 
en el sub-subtipo A1, en los subtipos B y C, y en los recombinantes CRF01_AE, CRF02_AG 
y CRF07_BC, pero en mayor frecuencia (10-50%) en el sub-subtipo F2 (2 posiciones) y en 
los CRF06_cpx (1 posición) y CRF29_BF (3 posiciones) (Figura 3.1.A). Entre las MRD-ITIAN 
principales a análogos de timidina o TAM, M41L se encontró en menos del 10% de las 
secuencias de los subtipos B y C, y de los recombinantes CRF01_AE, CRF02_AG y 
CRF07_BC, mientras que se localizó con una proporción algo mayor en el CRF06_cpx 
(entre 10-50% de secuencias). Las TAM D67N, K70R, L210W y T215Y/F se localizaron en 
un bajo porcentaje (<10%) en el subtipo B. Los cambios D67N y K70R aparecieron en un 
mayor porcentaje (20%) en el recombinante CRF29_BF. La mutación en el complejo de 
inserción 69 K219Q/E se localizó también en un bajo porcentaje (<10%) en los subtipos B 
y C. Respecto al complejo de mutaciones 151, sólo el subtipo B y recombinante 
CRF01_AE presentaron 3 de sus mutaciones (F77L, F116Y y Q151M) en menos del 10% de 
sus secuencias y el subtipo C presentó el A62V también en baja frecuencia. Respecto a las 
MRD-ITIAN principales discriminatorias,  K65R  se encontró en menos del 10% de las 
secuencias de los subtipos B y C y del recombinante CRF07_BC, pero en mayor 
prevalencia (10-50%)  en el sub-subtipo F2. Por su parte, M184V/I fue localizada en 
menos del 10% de secuencias en el sub-subtipo A1, los subtipos B, C y en los 
recombinantes: CRF01_AE y CRF02_AG en menos del 10%, incrementando su presencia 
entre 10-50% en el sub-subtipo F2 y CRF29_BF.  
La mutación en el complejo de inserción 59 K219Q/E se localizó también en un 
bajo porcentaje (<10%) en los subtipos B y C. Respecto al complejo de mutaciones 151, 
sólo el subtipo B y el recombinante CRF01_AE presentaron 3 de sus mutaciones (F77L, 
F116Y y Q151M) en menos del 10% de sus secuencias y el subtipo C presentó el A62V 
también en baja frecuencia. Respecto a las MRD-ITIAN principales discriminatorias, K65R 
se encontró en menos del 10% de las secuencias de los subtipos B y C y del recombinante 
CRF07_BC, pero en mayor prevalencia (10-50%) en el sub-subtipo F2. Por su parte, 




subtipos B, C y en los recombinantes: CRF01_AE y CRF02_AG en menos del 10%, 
incrementando su presencia entre 10-50% en el sub-subtipo F2 y CRF29_BF. 
 
 Con respecto a las MRD-ITIAN accesorias, T69S estuvo presente en las 2 
secuencias RT del grupo P analizadas. Encontramos principalmente un bajo grado de 
variabilidad (MRD-ITINAN accesorias presentes en menos del 10% de secuencias) en el 
sub-subtipo A1, subtipos B, C, D, G y formas recombinantes CRF01_AE, CRF02_AG, 
CRF07_BC y CRF08_BC del VIH-1. Algunos otros cambios se encontraron en una 
proporción mayor (10-50%) de las secuencias del sub-subtipo F2, CRF06_cpx, CRF08_BC, 
CRF13_cpx y CRF29_BF. En más detalle, el cambio V118I fue localizado en pocas 
secuencias del sub-subtipo A1, subtipos B, C y CRF01_AE (<10% de secuencias), 
apareciendo con una prevalencia mayor (10-50%) en los recombinantes CRF06_cpx y 
CRF13_cpx.  
La sustitución K219N apareció en el subtipo B (<10%), K219R en el recombinante 
CRF07_BC (<10%) y en un mayor porcentaje en el sub-subtipo F2 (10-50%).  E44A/D en el 
subtipo B (<10%) y en el sub-subtipo F2 (10-50%). En menos del 10% de secuencias se 
encontraban las MRD D67G en los subtipos B y C, T69D/N en subtipo B, T69N en subtipo 
C y recombinantes CRF01_AE y CRF08_BC, T69 S/A en subtipos B y C, T69S en sub-subtipo 
A1 y CRF01_AE y CRF02_AG, K70T y K70N en subtipos B y C, respectivamente, V75T/M en 
subtipo B, V75A en subtipo C y T215S/C/D/E/I/V/A/L/N en el sub-subtipo A1, subtipos B, 
C, D, G y CRF02_AG. Una secuencia (20%) del recombinante CRF29_BF presentó la MRD 
T69N. T69S apareció en 1 secuencia de los 2 CRF13_cpx (50%) y en 31 de las 102 
secuencias  CRF08_BC (30%). Respecto a las MRD-ITIAN raras, únicamente encontramos 
la sustitución K70N en menos del 10% de las 1.148 secuencias analizadas del subtipo C. 
 
 Ninguna de las 3.592 secuencias de la RT del VIH-1 analizadas de pacientes naive 
llevaban ni deleciones en las posiciones 67, 68, 69, 70, ni la inserción en el residuo 69, 
todas relacionadas con resistencia a ITIAN (ver Tabla 3.1). Además ninguna de las 
secuencias presentó los cambios MRD-ITIAN: E40F, M41I, K65E, K65N, K70E, Y115F, 
Q151L y K219W, pudiéndolos considerar como residuos totalmente conservados en 






También la frecuencia natural de las MRD-ITINAN fue poco frecuente en aquellos 
pacientes naive al TAR (Figura 3.1.B). Una excepción es la presencia natural de la MRD-
ITINAN principal Y181C en los 3 aislados del grupo O y MRD-ITINAN accesorias en los 
grupos no-M del VIH-1 y CRF35_AD, CRF52_01B, CRF53_01B, CRF55_01B y CRF63_02A1 
del grupo M, donde más del 90% de sus secuencias llevaban ciertas MRD-ITINAN 
principales o accesorias. Algunas MRD-ITINAN se encontraron en una proporción variable 
(10-50% de sus secuencias) en los grupos N y P, y en el sub-subtipo F2, subtipo D, y 
formas recombinantes CRF01_AE, CRF06_cpx, CRF08_BC, CRF14_BG, CRF29_BF y 
CRF33_01B del grupo M del VIH-1. Entre ellos, el CRF29_BF presentó un mayor nº de 
posiciones MDR-ITINAN afectadas (5) seguida del CRF06_cpx (4), del subtipo D, sub-
subtipo F2, CRF14_BG y grupo P (con 3), y CRF08_BC (con 2). 
 Respecto a las MRD-ITINAN principales, Y181C estaba asociada al grupo O. 
Además, 5 variantes del grupo M (subtipo D, sub-subtipo F2, CRF06_cpx, CRF14_BG y 
CRF29_BF) presentaron entre una y dos MRD-ITINAN principales en un 10-50% de sus 
secuencias (Figura 3.1.B). En otras 7 variantes del grupo M se observó entre 1 y 9 MRD-
ITINAN principales pero en un bajo porcentaje de secuencias (<10%), principalmente en 
aquellas variantes con mayor nº de secuencias analizadas (sub-subtipo A1, subtipos B, C y 
G y en los recombinantes circulantes: CRF 01_AE, CRF02_AG, CRF07_BC y CRF08_BC del 
grupo M del VIH-1).  
 
 Respecto a las MRD-ITINAN accesorias, A98G se encontraron en casi la totalidad 
de los grupos P y O; V179I en el grupo N y V179D/E en cerca del 100% de los grupos P, O, 
y en las secuencias de CRF55_01B y CRF63_02A1 del grupo M. Otras MRD-ITINAN 
accesorias como V106I, V179I y K238R se localizaron en una elevada proporción de 
secuencias (51-89%) en los sub-subtipos F1, A1, y en el recombinante CRF01_AE, 
respectivamente. 
Varias MRD-ITINAN accesorias (V90I, K101Q/R, V106I, V108I, E138A, V179D/E/I, H221Y y 
K238T/R) se encontraron entre un 10-50% de secuencias de 10 variantes del VIH-1 
diferentes, entre un rango de 1 y 3 por variante. Sólo 6 variantes del VIH-1 presentaron 
MRD-ITINAN raras y en un rango que oscilaba entre 1 y 7 MRD por variante, presentando 





 Ninguna de las 3.592 secuencias de la RT del VIH-1 analizadas de pacientes naive 
llevaba los MRD-ITINAN: K103H/T, E138R, Y181F/S/G, G190C/T/VE/Q, F227C y P236L. 
INTERPRETACIÓN DE LA RESISTENCIA A NIVEL DE GENOTIPO EMPLEANDO EL 
ALGORITMO HIVdb DE STANFORD  
 Empleando el programa HIVdb de Stanford con nuestras secuencias analizadas 
procedentes del GenBank encontramos diferencias en los patrones mutacionales de la RT 
(Tabla 3.2). Sin embargo, al igual que el resultado de nuestro análisis el programa de 
Stanford tampoco identificó MRD-ITIAN y/o  MRD-ITINAN en la RT de nuestras secuencias 
pol VIH-1 para las siguientes variantes VIH-1: Subtipo A, subtipo F, CRF05_DF, CRF 
16_A2D, CRF21_A2D, CRF22_01A1, CRF25_cpx, CRF26_AU, CRF27_cpx, CRF28_BF, 
CRF36_cpx, CRF43_02G, CRF47_BF, CRF49_cpx, CRF56_cpx. En CRF13_cpx no se 
encontraron MRD-ITINAN; mientras que en el grupo N, grupo O, subtipo F1, CRF14_BG, 
CRF33_01B, CRF35_AD, CRF37_cpx, CRF52_01B, CRF53_01B, CRF55_01B, CRF63_02A1 no 
se localizaron MRD-ITIAN. 
 Por otra parte, observamos que para 11 variantes del VIH-1, 9 de ellas variantes 
recombinantes CRF, la identificación de la variante VIH-1 realizada por Stanford difería de 
la realizada por GenBank (Tabla 3.3). 
Tabla 3.2. Diferencias en MRD-ITIAN (A) e MRD-ITINAN (B) empleando el programa 



















Grupo P - T69S 
Subtipos 
A1 - M184V, V118I, T215A, T69S 
B - 
M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, K219Q/E, V75I, 
F77L, F116Y, Q151M, K65R, L74V, M184V/I, E44D, 
D67G, V118I, T215SCDEIVAL, K219N, K70T, L74V, 
T69DN, V75MT, T69SA, K70T 
C - 
M41L, K219E, A62V, K65R, M184V, D67G, V118I, 
T215A, K70N, T69N, V75A, T69SA, K70N 





K65R, M184V, E44D, K219R 
G - T215A 
CRF 
01_AE - M41L, F77L, F116Y, Q151M, M184I, V118I, T69N/S 
02_AG - M41L, M184V, T215A 
06_cpx M41L, V118I M41L, V118I 
07_BC - M41L, K65R, K219R 
08_BC - T69NS 
13_cpx V118I V118I, T69S 























N V179I V106I, V179I 
O A98G, V179E, Y181C Y181C, A98G,V179E 
P A98G, V179E A98G, K101Q, K103R, V108I, V179E 
Subtipos 
A1 V179I E138A, Y181C, V106I, E138A, V179I, N348I, V179T 
B - L100I, K101E, K103NS, V106A, E138AGKQ, Y181C, 
Y188LH, G190AS, M230L, V90I, A98G, K101Q, 
K103R, V106I, V108I, E138A, E138QG, V179DEFI, 
H221Y, P225H, F227L, K238TNR, N348I, L100V, 
K103EQ, V179LT, Y188F, M230I, Y318F 
C - K103NS, V106M, E138AGK, Y181C, Y188L, G190A, 
V90I, A98G, K101N, K101Q, K103R, V108I, I132M, 
E138AG, V179DEI, K238R, N348I, K103Q, V179T 
D - Y188H, V179I, H221Y 
F1 - V176I 
F2 K101E, Y181L K101E, Y181C, V108I 
G - V106I 
CRF 
01_AE  K103N, E138A, Y181CI, Y188L, V90I, A98G, K101Q, 
K103R, V106I, E138A, V179DI, P225H, K238R, V179T, 
M230I 
02_AG  K101E, K103N, E138A, V90I, I132M, E138A, V179EI, 
P236L 
06_cpx H221Y Y181C, V179EI, H221Y 
07_BC - V106M, Y181C, K101Q, V179DEI 
08_BC - E138A, V90I, V106I, E138A, V179DEI, K238R, N348I, 
V179T 
14_BG V179E E138A, V179E 
29_BF G190A K103N, G190A, K101Q, V108I, K238T 
33_01B - K238R 
35_AD V179I V179I 
37_cpx Y318L - 
52_01B K238R K238R 
53_01B K238R K238R 
55_ 01B V179E V179E 





Tabla 3.3. Diferencias en la identificación de la variante VIH-1 de GenBank empleando el 






Nº SECUENCIAS ANALIZADAS 
CRF14_BG Subtipo G  3 
CRF16A2D Subtipo A2  3 
CRF22_01A1; CRF26AU Subtipo A  1; 4 
CRF28BF ; CRF29BF Subtipo B  3; 5 
CRF33_01B Subtipo B+CRF01_AE  4 
CRF52_01B Subtipo B+CRF01_AE  1 
CRF37_cpx Subtipo A+G  1 
CRF53_01B CRF01_AE  1 
CRF63_02A1 Subtipo A+CRF02_AG  1 
Subtipo A1 Subtipo A  50 




 Los cambios a nivel de aa se traducen en líneas generales en un incremento en la 
variabilidad de las proteínas virales, contribuyendo en el caso que nos ocupa a la 
susceptibilidad, exposición, resistencia o fracaso terapéutico a los ITIAN e ITINAN, tanto 
en pacientes naive como en tratados. El VIH-1 acumula rápidamente cambios genéticos o 
mutaciones, algunos de los cuales hacen que el VIH sea resistente al tratamiento ARV de 
forma que ha sido capaz de desarrollar resistencia a todos los fármacos disponibles. Los 
ITINAN tienen una barrera genética baja a la resistencia, por lo que el margen de éxito del 
TAR en países con recursos limitados (Rhee et al., 2015a). Entre un 10% y un 30% de los 
individuos que reciben un TAR de primera línea con ITIAN/ITINAN desarrollarán FV en 
algún momento durante su tratamiento (Barth et al., 2010; McMahon et al., 2013; 
Aghokeng et al., 2014; Rhee et al., 2015c) y seleccionarán virus resistentes a estas familias 






A medida que el nº de individuos con MRA ha aumentado, también lo ha hecho la 
proporción de individuos recién infectados con MRT (WHO 2013; Frentz et al., 2012; 
Gupta et al., 2012; Rhee et al., 2015a; Rhee et al., 2015c). Las MRT tienen el potencial de 
revertir más rápidamente la efectividad de la terapia ARV de primera línea a nivel de 
población. Las personas con MRT que comienzan la terapia ARV con una barrera genética 
inferior a la resistencia tienen un mayor riesgo de FV (Kuritzkes et al., 2008; Wittkop et 
al., 2011; Hamers et al., 2012; Li et al., 2012; Mollan et al., 2012; Chung et al., 2014; Rhee 
et al., 2015a). 
 Por todo ello es importante conocer la variabilidad de la RT del VIH-1 porque, 
como ya hemos expresado en esta Tesis, es la variabilidad de las proteínas virales del VIH-
1 que constituyen las principales dianas farmacológicas de los ARV donde reside la 
capacidad del virus para desarrollar resistencias a los ARV. Para ello no basta con conocer 
solo aquellas mutaciones que surgen en la RT en respuesta a la selección de fármacos, 
sino también resulta necesario un mejor entendimiento de por qué otros cambios en la 
RT no se ven frecuentemente (Dunn et al., 2015) o por qué algunos siempre aparecen en 
ciertas variantes del VIH-1 (polimorfismos naturales). 
 En nuestro panel de 3.592 secuencias de la RT del VIH-1 analizadas de pacientes 
naive y descargadas del GenBank no encontramos ninguno de los cambios K20T, L23I, 
E34Q, T74P y L76V en la PR (MRD-IP), E40F, M41I, K65E, K65N, K70E, Y115F, Q151L y 
K219W en la RT (MRD-ITIAN), ni K103H/T, E138R, Y181F/S/G, G190C/T/VE/Q, F227C y 
P236L en la RT (MRD-ITINAN) ni las G118R, F121Y, P145S, Q146P, Q148EG, V151LA y 
S230R en la IN (MRD-INI). Tampoco encontramos deleciones ni inserciones en los 
residuos 67, 68, 69 y 70 de la RT asociados a MRD-ITIAN.  La mayoría de las MRD-ITIAN no 
encontradas han sido descritas como mutaciones raras e incluso extremadamente raras o 
poco frecuentes (K65N, K65E, Q151L y K219W respectivamente). Sin embargo, M41I es 
normalmente un artefacto resultante de hipermutación mediada por la proteína 
APOBEC3G, que puede causar mutaciones adicionales en el genoma del VIH (Dunn et al., 
2015) y no por resistencia. E40F es una mutación accesoria no polimórfica seleccionada 
por AZT y d4T, que normalmente se da en combinación con M41L, L210W y T215Y. M41L 
sí la encontramos en nuestras secuencias como comentamos en Resultados. K70E/G 




incrementa la susceptibilidad a AZT. Y115F causa resistencia intermedia a ABC y baja 
resistencia a TDF. Al igual que sucede con las MRD-ITIAN, casi todas las MRD-ITINAN no 
localizadas en nuestras secuencias, exceptuando P236L, son mutaciones no polimórficas 
raras (K103H, E138R, Y181F/S/G, G190C/T/V) extremadamente raras (K103T, F227C) o 
menos frecuentes como G190Q. K103H y G190Q producen resistencia alta a NVP y EFV. 
G190Q alta o intermedia resistencia a ETR y RPV. F227C es seleccionada por ETR y RPV y 
se asocia con alta resistencia a todos los ITINAN. G190E causa alta resistencia a todos los 
ITINAN. K103T causa resistencia intermedia a NVP y un pequeño efecto en la 
susceptibilidad a EFV. E138R confiere una reducción en la susceptibilidad a RPV.  
 Por otra parte, la proporción de individuos naive, no expuestos a ARV, con MRT 
también está aumentando, a pesar de que muchas mutaciones de resistencia a los 
fármacos ARV disminuyen el fitness del VIH y tienden a perderse rápidamente en 
individuos no expuestos al TAR (Rhee et al., 2015a). 
 Las mutaciones MRD-ITIAN y MRD-ITINAN encontradas en las secuencias de 
pacientes naive analizadas (Figura 3.1) son mutaciones que estando presentes en 
pacientes naive sin exposición previa a TAR confirman la transmisión de un virus 
resistente según la última lista publicada por la OMS (Bennet et al., 2009). Casi todas las 
MRT asociadas a resistencia a ITINAN de esta lista han sido localizas en nuestras 
secuencias, exceptuando los cambios Y181V, Y188C y G190E. Con una prevalencia <10%: 
L100I en subtipo B, K101E en subtipo B, CRF02AG; K103N/S  en subtipos B y C, K103N en 
CRF01AE, CRF02AG; V106A en subtipo B, V106M en subtipo C y en CRF07_BC; V179F en 
subtipo B; Y181C en sub-subtipo A1, subtipo B y C y en CRF07_BC; Y188LH en subtipo B, 
Y188L en subtipo C y CRF01AE, Y188H en subtipo D; G190AS en subtipo B, G190A en 
subtipo C; P225H en subtipo B y CRF 01_AE; M230L en subtipo B. Con una prevalencia 
superior al 10%  (10-50%) K101E en sub-subtipo F2, K103N en CRF29BF, Y181C en sub-
subtipo F2 y CRF06_cpx; Y188H en subtipo D; G190A en CRF29_BF; y ≥90% Y181C en el 
grupo O. 
En el caso de las MRT asociadas a resistencia a ITIAN del listado de la OMS 
también las encontramos en nuestras secuencias, exceptuando los cambios D67GE, 
T69Ins, K70E, L74I, Y115F y K219R: M41L con una prevalencia <10% en subtipos B y C, 




sub-subtipo F2 (10-50%); D67N en subtipo B, CRF29_BF (10-50%); T69DN en subtipo B, 
T69N en subtipo C, en CRF01_AE, CRF08_BC y CRF29_BC (10-50%); K70R en subtipo B, 
CRF29_BF (10-50%); L74V en subtipo B; V75MT en subtipo B; V75A en subtipo C; F77L en 
subtipo B, CRF01_AE; F116Y en subtipo B, CRF_01AE; Q151M en subtipo B, CRF_01AE; 
M184V en sub-subtipo A1, subtipo C, CRF02_AG, sub-subtipo F2 (10-50%), CRF29_BF (10-
50%); M184I en CRF01_AE; M184VI en subtipo B; T215A en sub-subtipo A1, subtipo C, G, 
CRF02_AG;  T215I en subtipo D; T215SCDEIVAL en subtipo B; K219QE en subtipo B, K219E 
en subtipo C, K219N en subtipo B y K219R en CRF07_BC y sub-subtipo F2 (10-50%). 
 
Por último, hemos visto que el uso de algoritmos de interpretación de resistencia 
genotípica como el de Stanford, al igual que las herramientas automatizadas de subtipaje 
rápido del VIH-1, presentan limitaciones, especialmente en el caso de las variantes 
recombinantes CRF y URF. Esto se debe a la variabilidad entre las distintas cepas del virus, 
por estar basadas en el subtipo B del grupo M del VIH-1, que como ya se ha comentado es 
la variante prevalente en los países desarrollados (Yebra et al., 2011). Existe una falta de 
consenso en las mutaciones consideradas como indicadoras de resistencia en RT que 
podría conducir a la sobreestimación o infraestimación de la resistencia, aunque esto no 
significa que algoritmos de interpretación como el de Stanford no sean válidos para 
analizar las formas no-B, al menos en países desarrollados, ya que para la mayoría de 
variantes se encontró una buena concordancia. Sin embargo, en países de recursos 
limitados donde son prevalentes las variantes no-B especialmente los CRF y URF, la 
eficacia de estos algoritmos puede verse muy limitada. El hecho de encontrar estas 
discrepancias justificaría incluir más muestras de subtipos no B en los estudios y tener en 
cuenta los estudios de epidemiología molecular para tratar de reducir los potenciales 












CAPÍTULO 4  
Variabilidad natural en posiciones asociadas 
a resistencia a inhibidores de la integrasa 
(INI) en pacientes naive a INI 
“El futuro tiene muchos nombres. Para los débiles es lo inalcanzable. Para los temerosos, lo 
desconocido. Para los valientes es la oportunidad”  






JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 Cerca del 90% de los 37 millones de infecciones en todo el mundo se deben a 
subtipos no-B y recombinantes del grupo M del VIH-1. Por ello, es necesario conocer 
mejor la variabilidad natural asociada a cada grupo, subtipo y recombinante del VIH-1, 
identificando los polimorfismos naturales específicos de variante a lo largo del genoma. 
Es de especial interés conocer el aa que aparece de manera natural en los residuos de la 
integrasa (IN) asociados a resistencia a los fármacos ARV inhibidores de la integrasa (INI) 
en cada variante del VIH-1 circulante. Estos polimorfismos  podrían influir en la barrera 
genética y/o conducir a la selección de vías específicas de mutaciones de resistencia a INI 
(MRD-INI), ya que pueden facilitar o retrasar la aparición de variantes VIH-1 totalmente 
resistentes a INI. Además, como sucede para todos los fármacos ARV, las mutaciones de 
resistencia en el VIH-1 pueden limitar el uso clínico de los INI  e incrementar el riesgo de 
fracaso del tratamiento antirretroviral (TAR) que incluye estos fármacos.    
 La disponibilidad de secuencias de la IN del VIH-1 en el GenBank permite la 
evaluación de la variabilidad natural asociada a cada variante, incluyendo las posiciones 
de la IN viral donde aparecen las mutaciones de resistencia principales y accesorias a los 
fármacos INI aprobados: raltegravir (RAL), elvitegravir (EVG) y dolutegravir (DTG). Los INI 
se unen al centro activo de la IN viral bloqueando la incorporación del ADN viral en el 
ADN de la célula huésped. Por ello también se les conoce como inhibidores de la 
transferencia de cadenas de la IN (INSTI, Integrase Strand Transfer Inhibitor).  
 En la actualidad existen pocos estudios que hayan evaluado la variabilidad natural 
en residuos asociados a resistencia a INI (INI-R) en subtipos no-B y menos aún en las 
variantes recombinantes circulantes (CRF) del VIH-1. Por ello, el objetivo del presente 
capítulo fue evaluar la variabilidad asociada en las MRD-INI a RAL, EVG y DTG  en  las 
distintas variantes del VIH-1 empleando para ello todas las secuencias de la IN disponibles 





MATERIAL Y MÉTODOS 
DESCARGA DE SECUENCIAS DE LA BASE DE DATOS DEL GENBANK 
 Para realizar este estudio en enero 2015 se descargaron del GenBank todas las 
secuencias disponibles de la IN (p31) para todas las variantes VIH-1, pertenecientes a 
pacientes naive al TAR y a pacientes tratados con familias de ARV diferentes a los INI. Por 
tanto, ninguna de las secuencias empleadas en este estudio procedía de pacientes con 
experiencia previa a INI.  
 Para seleccionar las secuencias de pacientes naive a INI, fue necesario establecer 
dos criterios adicionales de búsqueda en GenBank. El primer criterio de cribado consistió 
en seleccionar todas las secuencias de la IN anteriores a 2007, por ser el año de 
autorización del primer INI (RAL) e inicio del primer ensayo clínico con un INI autorizado 
en Europa y EE.UU. Por tanto, asumimos que esos pacientes eran INI naive para INI, 
aunque no necesariamente para otras familias de fármacos. El segundo criterio, consistió 
en seleccionar todas las secuencias IN desde el año 2007 hasta enero 2015, 
correspondientes a pacientes naive a TAR, es decir, aquellas secuencias pertenecientes a 
pacientes que no habían sido tratados con ningún ARV durante esos ocho años. Excluimos 
todas las secuencias IN posteriores al año 2007 sin información relativa al TAR en los 
pacientes. 
Para ejecutar ambos criterios de selección fue preciso emplear varios filtros 
durante la selección de secuencias de GenBank  
(http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html) (Figura 4.1). 
Primero seleccionamos la región genómica de interés (p31, integrasa). Después elegimos 
el año de la muestra: < 2007 para el primer criterio de búsqueda ó >=2007 para el 
segundo criterio. A continuación seleccionamos la opción de descarga “sólo secuencias 
naive a fármacos antirretrovirales (ARV)” en el caso de las secuencias descargadas con el 
filtro de año >=2007. Así se descargaron todas las secuencias de la IN del VIH-1 (grupos, 
subtipos y recombinantes CRF) disponibles en el GenBank que cumplían los criterios de 





Figura 4.1. Identificación de los criterios de búsqueda de las secuencias IN de estudio 
 
 Por otro lado, con el fin de aumentar el número de secuencias de la IN del VIH-1 
para ciertas variantes poco representadas o ausentes al hacer los dos criterios de 
búsqueda explicados anteriormente, procedimos a descargar de esas variantes 
específicas genomas completos de GenBank de pacientes naive, incluyéndolas en el 
análisis al resto de secuencias IN de pacientes naive descargadas para llevar a cabo 






IDENTIFICACIÓN DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A INI DESCRITAS POR STANFORD Y 
POR OTRAS FUENTES  
 Para identificar las sustituciones MRD-INI asociadas a cada variante del VIH-1 en 
las secuencias virales de pacientes naive a INI, las secuencias de nt de IN fueron alineadas 
y traducidas en secuencias de aa con el programa MEGA versión 6.0 
(www.megasoftware.net/). Consideramos un total de 35 sustituciones asociadas a MRD-
INI. Gran parte de ellas (20 de 35) estaban incluidas en la base de datos de resistencias a 
fármacos VIH de la Universidad de Stanford (HIV Drug Resistance Database, 
https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/INSTI/). A fecha de estudio, 
Stanford las clasificó en primarias o Major Primary Mutations (T66IAK, E92QGV, 
Y143RCHASKG, S147G, Q148HKR y N155HTS), secundarias o Major Accessory Mutations 
(H51Y, L74M, T97A, E138KA, G140SAC, V151LA, S153YF, G163RK, S230R y R263K) y raras  
o poco frecuentes o Rare Primary INSTI Resistance Mutations (G118R, F121Y, P145S y 
Q146P), aunque actualmente Stanford las clasifica en principales,  accesorias y otras.  
 
 En la Tabla 4.1 se muestran las MRD-INI y los scores para cada MRD-INI y fármaco 
ARV proporcionados por Stanford (https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/mut-
scores/INSTI/). A través de dicho score se asigna una puntuación de penalización (penalty 
score) a cada mutación de resistencia en función de su impacto en la resistencia a 
diferentes fármacos ARV, en base a los datos obtenidos en numerosos estudios 
publicados. Así una puntuación de 5-29 pronostica un nivel de resistencia bajo, de 30-59 
predice resistencia intermedia y por encima de 60 predice un nivel de resistencia alto. Por 
primera vez en un estudio similar, identificamos y evaluamos la presencia de 15 cambios 
adicionales (V72I, L74AI, Q95K, L101I, H114Y, S119R, T124A, T125K, A128T, E138T, 
Q148EG, V151I, E157Q, G193E y I203M) previamente relacionados con MRD-INI y 











INI scores  



























































Y (15) Y (15) Y (10) 
L74M M (10) M (10) M (5) 



































S230R R (15) R (15) - 
R263K K (15) K (30) K (15) 
G118R 
Raras 
R (30) R (30) R (10) 
F121Y Y (30) Y (30) Y (5) 
P145S - S (60) - 
Q146P - P (60) - 
INI scores, scores asociados a cada MRD-INI descritos por Stanford 
(https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/INSTI/ ; 
https://hivdb.stanford.edu/pages/POC_INIDRMs_Summary.html). Los scores asociados a cada 




Tabla 4.2. Mutaciones de resistencia a INI descritas en otras fuentes diferentes de 
Stanford 
Otras MDR-INI INI afectado Fuente de información 
V72I RAL RIS 
L74AI RAL Myers and Pillay, 2008 
Q95K RAL, EVG RIS 
L101I DTG RIS 
H114Y EVG RIS 
S119R DTG Carganico et al., 2014 
T124A DTG RIS 
T125K EVG RIS 
A128T EVG RIS 
E138T DTG EMA 
Q148EG RAL ANRS 
V151I RAL, EVG, DTG RIS, EMA, Myers and Pillay, 2008 
E157Q RAL, EVG, DTG 
RIS, ANRS, EMA, Myers and Pillay, 2008;  
Carganico et al., 2014 
G193E DTG RIS, EMA 
I203M RAL Myers and Pillay, 2008 
 
RAL, raltegravir; EVG, elvitegravir; DTG, dolutegravir. EMA, Agencia Europea de Medicamentos. 
Los cambios con referencia  EMA provienen de la ficha técnica de cada INI, que incluye datos de 
resistencia proporcionados por los resultados de ensayos clínicos. RIS, Red de Investigación en 
Sida de España (http://retic-ris.net/Programa1/WP3.Resistencias.aspx; 2013);  ANRS, Agencia 
Nacional Francesa para la Investigación del Sida o 
(http://www.hivfrenchresistance.org/2014/tab6.html); EMA, Agencia Europea de Medicamentos  
(http://www.ema.europa.eu/ema/).   
 Por último, para evaluar la  frecuencia de cada cambio de MRD-INI, en cada 
variante del VIH-1 a partir de sujetos INI-naive, fue establecido un código de colores para 







 En enero de 2015 se descargaron de GenBank, siguiendo los criterios de selección 
antes mencionados, un total de 6.706 secuencias de la IN VIH-1 de 3.791 pacientes naive 
para INI. Éstas incluían secuencias pertenecientes a los cuatro grupos del VIH-1: M 
(6.663), O (24), N (15) y P (4). Dentro de las 6.663 secuencias del grupo M del VIH-1 
descargadas se incluían 4.599 secuencias de 2.538 sujetos infectados por alguno de los 
nueve subtipos del grupo M y 2.064 secuencias de 1.216 sujetos INI-naive infectados por 
alguno de los 54 recombinantes CRF diferentes con secuencias disponibles en la IN a 
fecha de estudio (Figura 4.2).  
A partir del análisis de la variabilidad en las secuencias descargadas en cada 
posición asociada a cada una de las 35 MRD-INI descritas en las Tabla 4.1 y Tabla 4.2 
encontramos que las MRD a INI fueron raras en sujetos INI-naive y sólo estuvieron 
presentes en un bajo porcentaje de secuencias IN de los subtipo B (0,6%), C (0,7%) y D 
(1,9%) y en los recombinantes CRF01_AE (0,7%) y CRF14_BG (7,1%), presentando de una 
a cinco mutaciones MRD-INI por variante viral (Figura 4.2).  Ninguna de las 6.706 
secuencias de la IN descargadas de individuos naive portaban el cambio MRD-INI principal 
Q148EG o los cambios MRD-INI accesorios V151LA y S230R. Las cuatro mutaciones MRD-
INI raras: G118R, F121Y, P145S y Q146P estuvieron también ausentes en todas las 
variantes estudiadas (Figura 4.2), posiblemente se explique por su efecto perjudicial en 
las propiedades catalíticas de la IN, tal y como se ha publicado para G118R y F121Y 
(Munir et al., 2014).  
 Sin embargo, tres mutaciones MRD-INI secundarias (L74M, T97A y G163RK) 
aparecieron con una frecuencia variable y en más del 10% de las personas INI-naive 
infectadas por variantes VIH-1 especificas: L74M en CRF43_02G (33,3%); T97A en grupo P 
(50%), subtipo J (33,3%), CRF18_cpx (20%) y sub-subtipo F2 (11,5%). G163RK presentó 
alta prevalencia entre algunos recombinantes BF: CRF44_BF (100%), CRF46_BF (66,7%), 
CRF17_BF (28,6%), sub-subtipo F1 (21,7%), CRF12_BF (16,7%) y CRF29_BF (12,5%). Dada 
la vital importancia de la respuesta a INI en pacientes infectados con estas variantes 
virales con MRD-INI, sería fundamental realizar estudios incluyendo un mayor número de 




 Algunas de las 15 mutaciones MRD-INI no incluidas en Stanford pero sí en otras 
fuentes (Tabla 4.2), estuvieron en realidad presentes en ≥90% de las secuencias de 
variantes no-B del grupo M del VIH-1 específicas. En concreto nos referimos a las MRD: 
V72I, L74AI, L101I, T124A y E157Q, las cuales podrían ser consideradas como 
polimorfismos naturales, en un elevado nº de variantes no-B del grupo M (Figura 4.2). Por 
su parte otras MRD altamente presentes fueron: T124A que se localizó en todas las 
secuencias IN de los grupos N y P del VIH-1 y en un 96% de las 24 secuencias del grupo O 
del VIH-1; L101I fue altamente prevalente en el grupo N (93,3%); y L74I que apareció en 
todas las secuencias del grupo O (100%) y en un 6,7% de las secuencias grupo N.        
 En la Figura 4.2 la  frecuencia de cada cambio de MRD-INI en cada variante del 
VIH-1 de sujetos INI-naive se indica con un código de colores, representando el 
porcentaje de secuencias con el cambio MRD-INI correspondiente.  En color rojo se 
destacan las mutaciones encontradas en ≥90% de las secuencias IN de la variante del VIH-
1 concreta, en amarillo aquellas mutaciones presentes entre 51%-89%, en azul las 
encontradas entre un 10%-50% y en verde por debajo de un 10%. En blanco se muestran 
aquellas posiciones donde la MRD-IN no fue encontrada en ninguna de las secuencias de 
IN analizadas de la variante correspondiente (ausencia de mutación). Las celdas con el 
borde “en negrita” son cambios en las secuencias IN que no encontramos al analizar las 












 El punto más significativo a discutir a partir de los resultados obtenidos en este 
capítulo de Tesis es el hecho de que nuestros datos refuerzan que algunos de los cambios 
MRD-INI encontrados no incluidos en la base de datos de Stanford, podrían ser 
polimorfismos asociados a variante más que mutaciones MRD-INI. Sin embargo, 
consideramos que estos cambios o sustituciones polimórficas deberían ser estudiados 
con más detalle en un futuro para entender mejor su papel en la evolución de Ia 
resistencia a INI y en la vía o mecanismo de resistencia a cada INI en cada variante VIH-1. 
 Ya se ha publicado que ciertos cambios en posiciones MRD-INI específicas pueden 
afectar a la actividad nativa, estructura o función de la IN de manera diferente según la 
variante del VIH-1 (Quashie et al., 2015). Así el impacto de las sustituciones H51Y y E138K 
en la resistencia y la eficiencia enzimática de la IN in vitro en presencia de la MDR G118R 
son altamente dependientes del subtipo viral (Quashie et al., 2015). Sin embargo, 
nuestros datos muestran que esos cambios no son polimorfismos naturales asociadas a 
variantes concretas. También se ha observado que el coste en eficacia biológica o fitness 
asociado con mutaciones MRD-INI específicas puede ser diferente entre variantes. Por 
ejemplo, la IN del subtipo C tiene un bajo coste enzimático asociado con la sustitución 
G118R, comparado con las proteínas IN del subtipo B o del recombinante CRF02_AG 
(Quashie et al., 2015). La influencia del subtipo del VIH-1 en perfiles mutacionales de la IN 
han sido recientemente referida en pacientes tratados con RAL (Doyle et al., 2015). 
 Se sabe que ciertos polimorfismos en la IN presentes de manera natural en 
determinados subtipos y recombinantes del VIH-1 podrían modificar la barrera genética  
para la aparición de MRD-INI en esas variantes (Maïga et al., 2009; Turriziani et al., 2012) 
o inducir vías de resistencia alternativas para MRD-INI  (Malet et al., 2011; Quashie et al., 
2015), como ya ha sido descrito para algunos inhibidores de la RT  ITIAN del VIH-1 
(Martínez-Cajas et al., 2009). En cualquier caso, es conveniente resaltar que no todos los 
polimorfismos naturales en la IN específicos de variante  incrementan la resistencia a INI 




 Nuestro estudio muestra los polimorfismos genéticos naturales presentes en un 
gran  número de variantes del VIH-1, con secuencia disponible en GenBank en sujetos 
naive a los fármacos antirretrovirales inhibidores de la integrasa (INI). Mientras que las 
mutaciones primarias asociadas a resistencia a los INI (MRD-INI) son poco frecuentes en 
los individuos INI-naive y las MRD-INI raras están ausentes, algunos cambios INI-R 
secundarios son frecuentes en un número apreciable de variantes de VIH-1. La respuesta 
a los INI en individuos portadores de estas variantes debe ser mejor estudiada en un 
futuro para un mejor entendimiento del efecto de estas variantes en la susceptibilidad a 
los INI.  
 Nuestros datos también refuerzan que algunos nuevos cambios INI-R encontrados 
no están incluidos en la base de datos de VIH de Stanford podrían tratarse de 
polimorfismos asociados a variante más que mutaciones de resistencia a INI.  
 Los polimorfismos naturales en posiciones asociadas a resistencia a los INI (MRD-
INI) que se encuentran en las distintas variantes VIH-1 deberían tenerse en cuenta, ya que 
puede facilitar o retrasar la aparición de variantes VIH-1 totalmente resistentes a los INI.  
 Los resultados descritos en este capítulo se recogen en la siguiente publicación: 
“Deep analysis of HIV-1 natural variability across HIV-1 variants at residues associated 
with integrase inhibitor (INI) resistance in INI-naive individuals”. J Antimicrob 















“Cuando creíamos que teníamos todas las respuestas, de pronto, cambiaron todas las preguntas” 









La variabilidad genética propia de las variantes no‐B puede tener implicaciones 
para prácticamente cada aspecto de la epidemia (Figura D.1), por lo que la correcta 
identificación de las variantes del VIH-1 es de enorme importancia. Los diferentes 
subtipos del VIH influyen de manera muy amplia y variada en los diferentes y numerosos 
aspectos de la infección (Geretti 2006; Peeters et al., 2010; Hemelaar 2013). Estos 
aspectos incluyen el manejo terapéutico (Mackie et al., 2013), manifestaciones clínicas 
(Lemonovich et al., 2015), progresión más rápida a SIDA, diferente respuesta y/o 
sensibilidad a determinados fármacos ARV debido a los polimorfismos genéticos 
(Martínez Cajas et al., 2008), diferente grado de emergencia de mutaciones de resistencia 
a fármacos (Eshleman et al., 2005; Koning et al., 2013; Menéndez-Arias et al., 2014), y 
distinto impacto en el sistema nervioso (Rotta et al., 2011; Samikkannu et al., 2014; 
Samikkannu et al., 2015). Algunos trabajos incluso apuntan a una tasa de transmisión del 
virus diferente según el subtipo (Kiwanuka et al., 2009), y ya se ha demostrado el distinto 
grado de progresión comparando algunas variantes del VIH-1. Así, los pacientes 
infectados por ciertos subtipos no-B presentan una progresión acelerada de la 
enfermedad (Vasan et al., 2006; Baeten et al., 2007; Palm et al., 2014; Kouri et al., 2015). 
Según varios estudios (Pant Pai et al., 2012) los pacientes infectados por el subtipo D 
presentan, en ausencia de tratamiento, una progresión acelerada a SIDA y un mayor 
deterioro cognitivo que los infectados por otros subtipos. La recombinación, fenómeno 
muy frecuente en el VIH como ya se ha comentado, parece ser también un mecanismo 
clave en su evolución, confiriendo al virus recombinante ventajas evolutivas y adaptativas 
frente a los virus parentales (Zhang et al., 2010)  incluso acelerando la progresión a sida 
(Palm et al., 2014).  
 
 Las técnicas diagnósticas, ya sean directas o indirectas, también pueden verse 
afectadas por la variabilidad viral (Aghokeng et al., 2009). Los inmunoensayos disponibles 
actualmente pueden detectar todos los subtipos del grupo M del VIH‐1, el grupo O y el 
VIH‐2, aunque en regiones con recursos limitados, donde se concentran la mayor parte de 
las infecciones y circulan multitud de cepas distintas del virus, las pruebas diagnósticas 





 En cuanto a la detección directa mediante PCR requiere de sondas u 
oligonucleótidos específicos para amplificar la región diana del virus. Estos, al estar 
diseñados especialmente para detectar cepas del subtipo B, pueden ser responsables de 
falsos negativos en el diagnóstico, cuando se trata de detectar subtipos no‐B o 
recombinantes genéticamente diferentes de la cepa B (Díaz Pernas et al., 2006; Bruzzone 
et al., 2010; Alvarez et al., 2015). La variabilidad genética del VIH también puede ser la 
responsable de fallos en la cuantificación del VIH, que presentan las técnicas comerciales 
al determinar la CV en un paciente infectado por variantes no‐B (Gottesman et al., 2004; 
Rouet et al., 2007; Holguín et al., 2008b; Sturdevant et al., 2012; Alvarez et al., 2014, 
Samikkannu et al., 2015; Tatarelli et al., 2016).  
 La variabilidad entre las distintas cepas del virus dificulta también el rendimiento 
de diversas herramientas informáticas como los algoritmos de interpretación de 
resistencia genotípica y las herramientas automatizadas de subtipaje del virus, durante la 
monitorización de la infección por VIH, algoritmos en constante evolución (Wagner et al., 
2015). Ello se debe a que su diseño está basado principalmente en la detección del 
subtipo B del VIH-1 (variante mayoritaria en países donde se diseñan los ensayos 
diagnósticos moleculares), pudiendo provocar errores de interpretación en el diagnóstico 
de otras variantes, sobre todo recombinantes complejos (Snoeck et al., 2006, Champenois 
et al., 2008, Poonpiriya et al., 2008; Yebra et al., 2010a; Eberle and Gürtler, 2012).  












Figura cedida por la Dra. África Holguín de su capítulo: Epidemiología Molecular del VIH. Máster en VIH. 




Las pruebas genotípicas para resistencia a ARV emplean técnicas de amplificación por PCR 
y secuenciación de poblaciones que detectan mutaciones asociadas a resistencia 
presentes en ≥15-25% de la población viral (Schuurman et al., 1999; Grant et al., 2003; Li 
et al., 2011). Usando estos ensayos tradicionales, se estima que la prevalencia de 
mutaciones transmitidas de resistencia a fármacos está entre 8% y 16% entre las 
personas infectadas por el VIH-1 en América del Norte y Europa (Kim et al., 2010; 
Vercauteren et al., 2009; Li et al., 2011). Estos ensayos no detectan la presencia de 
mutaciones de resistencia de baja frecuencia presentes como variantes minoritarias 
dentro de la población de quasiespecies del VIH-1 en un individuo infectado por lo que las 
tasas de MRT podrían ser mayores. La presencia de estas variantes minoritarias o de baja 
frecuencia puede afectar negativamente la respuesta al TAR, pero su importancia clínica 
continúa siendo objeto de considerable debate e incertidumbre (Li et al., 2011).  
 La diversidad del VIH es el mayor impedimento para el diseño de una vacuna 
global y eficaz, sobre todo para su aplicación en zonas donde circulan múltiples cepas del 
VIH, dada la imposibilidad de desarrollar inmunidad frente a un amplio rango de variantes 
(Barouch, 2008; Korber y Gnanakaran, 2009, deCamp et al., 2014; Tongo et al., 2014). Las 
cepas co-circulantes del VIH difieren entre sí un 20% o más en proteínas relativamente 
conservadas y hasta un 35% en la proteína de la envuelta del virus (Env) (Korber et al., 
2001; Gaschen et al., 2002; Fischer et al., 2006). El desarrollo de una vacuna que sea 
inmunológicamente relevante para múltiples regiones del mundo constituye una 
prioridad en la investigación (Stephenson and Barouch, 2013; Barouch et al., 2013; Tongo 
et al., 2014; Excler and Michael, 2016). Para ello, resultaría imprescindible realizar 
estudios de epidemiología molecular del VIH‐1 en zonas concretas para conocer con 
detalle y rigurosidad la variabilidad geográfica del virus antes del diseño de dichas 
vacunas (Luo et al., 2013) y nuevos fármacos ARV (Olender et al., 2015). Además, se ha 
demostrado que la amplitud de las respuestas inmunes celulares específicas de Gag se 
correlacionan con la replicación del VIH-1 en humanos (Kiepiela et al., 2007; Barouch et 
al., 2010) por lo que conocer el grado de conservación de estas proteínas entre variantes 





 Respecto a la implicación de la diversidad viral en la eficacia del TAR, la mayoría de 
los fármacos ARV se dirigen a tres proteínas del VIH-1: PR, RT e IN. Estas proteínas son 
altamente variables, de modo que muchos aa diferentes pueden estar presentes en la 
misma posición en los virus de distintos individuos, conformando diferentes variantes 
genéticas del VIH1. Algunas variaciones o cambios de aa causan resistencia a los fármacos 
y se producen principalmente en individuos que reciben ARV (Rhee et al., 2016). Como ya 
hemos comentado a lo largo de esta Tesis, ciertas variantes no‐B del VIH-1 poseen de 
manera natural un alto grado de polimorfismos, presentan sustituciones específicas en 
posiciones relacionadas con el desarrollo de resistencias a los ARV (Martínez Cajas et al., 
2008; Kantor y Katzenstein, 2003) que pueden alterar la aparición de mutaciones de 
resistencia en esas posiciones o en otras adyacentes, bien acelerando su emergencia 
(Brenner et al., 2003; Descamps et al., 2006) o bien induciendo nuevas vías alternativas 
de aparición (Grossman et al., 2004; Gonzalez et al., 2008; Descamps et al., 1998; Brenner 
et al., 2003). Se han descrito casos en los que ciertas variantes no‐B necesitan acumular 
menos cambios nucleotídicos en las regiones codificantes de PR, RT e IN que el subtipo B 
para desarrollar una mutación de resistencia, debido a los diferentes tripletes de nt que 
presentan estas variantes (Martínez‐Cajas et al., 2008). Se ha demostrado que la 
diversidad intersubtipo del VIH-1 afecta al patrón de mutaciones de resistencia a 
fármacos seleccionadas en el gen pol tras el fracaso del tratamiento con los fármacos ARV 
clásicos dirigidos a la PR y RT (Martínez-Cajas et al., 2009; Rhee et al., 2006; Aulicino et 
al., 2010;  Rossi et al., 2013). 
 
 Aunque un nº creciente de estudios observacionales del mecanismo de resistencia 
a ARV de las variantes no-B ha mostrado que hay diferencias en la evolución de la 
resistencia entre los subtipos de VIH-1, no se han llevado a cabo esfuerzos para identificar 
las MRD asociadas a variantes no-B en muchos países donde el VIH-1 constituye una 
epidemia. En África, sur de Asia incluido India, donde viven la mayoría de personas con 
VIH, la mayor parte están infectados con el subtipo C (más del 50% de todas las 
infecciones VIH-1), existe muy poca información sobre la resistencia a ARV en estas 
personas (Kantor et al., 2005; Misbah et al., 2016). No obstante, el impacto de la variante 
del VIH-1 (grupo, subtipo, recombinante) en la respuesta clínica al TAR a largo plazo aún 




con un mayor número de pacientes infectados por cada variante, comenzando por las 
más frecuentes. Se debería de hacer más hincapié en las variantes no-B más prevalentes 
en la pandemia y en los recombinantes cada vez más complejos que están aumentando 
su prevalencia de manera espectacular en ciertos países donde todas las variantes 
cocirculan (Ragupathy et al., 2011; Konou et al., 2016; Sharma et al., 2017; Hu et al., 
2017; Delatorre et al., 2017). Incluso en España, donde se ha visto un aumento de 
recombinantes únicos URF entre las nuevas infecciones de niños en los últimos años 
(Rojas et al 2017 in press). A pesar de todo esto, la eficacia del tratamiento ARV, produce 
una buena respuesta virológica e inmunológica en todos los subtipos (Holguín et al., 
2006a; Geretti et al., 2009).  
 El conocimiento de la estructura de las proteínas del VIH-1 y la función de las 
mutaciones de resistencia a los fármacos de estas proteínas es fundamental para el 
desarrollo de tratamientos eficaces contra el VIH (Flynn et al., 2015). En los virus 
resistentes a IP, cambios de aa dentro y fuera de los CS en gag han demostrado mejorar 
su capacidad de replicación y fitness, actuando como polimorfismos compensatorios y 
facilitando el procesamiento de gag por una PR mutada (Bally et al., 2000; Verheyen et 
al., 2006; Rossi et al., 2013). Por ello, un mayor conocimiento de la coevolución de gag y 
pol en el VIH-1 (Kozísek et al, 2012; Rossi et al., 2013), de la conservación a nivel de aa en 
los sitios de procesamiento proteico o CS y en la PR (Yebra et al., 2010b) son cruciales 
para entender mejor el papel biológico de los polimorfismos naturales en los distintos CS 
y PR presentes en las diferentes variantes del VIH-1 durante el proceso de escisión, 
aunque se requieran estudios funcionales adicionales para ello. Nuestro estudio 
descriptivo del Capítulo 1 ha ayudado a avanzar en este conocimiento, ya que ha 
determinado el grado de conservación de diferentes sitios de procesamiento viral o de 
cleavage (CS) en la mayoría de las variantes del VIH-1, a partir de un gran conjunto de 
datos compuesto por 12.934 secuencias, infiriendo las secuencias consenso a nivel de aa 
en 11 CS, en todos los subtipos del grupo M y la mayoría de CRF y URF, así como en los 
grupos O, N y P del VIH-1. Nuestro estudio revela cuáles serían los aa más conservados en 
los CS (Figura 1.3) esenciales para mantener el procesamiento viral por la PR,  así como el 
nivel de tolerancia a un cambio en los aa en cada variante del VIH-1. Los resultados 
proporcionan nuevos hallazgos que pueden ayudar a una mejor comprensión de la 




conservación de los CS entre las variantes VIH-1 también podrían resultar útiles para el 
diseño de fármacos inhibidores de la maduración viral y de vacunas dirigidas a epítopos 
conservados en los sitios de procesamiento proteolítico que pudieran ser efectivas contra 
todos los grupos, subtipos y recombinantes de VIH-1. Por último, los resultados obtenidos 
en este capítulo proporcionan nuevos hallazgos que pueden ayudar a una mejor 
comprensión de la evolución viral y del procesamiento de los precursores Gag y GagPol. 
Las observaciones alcanzadas sobre la conservación de los CS entre las variantes VIH-1 
también podrían resultar útiles para el diseño de fármacos inhibidores de la maduración 
viral y de vacunas dirigidas a epítopos conservados en los sitios de procesamiento 
proteolítico que pudieran ser efectivas contra todos los grupos, subtipos y recombinantes 
de VIH-1.  
 Un correcto procesamiento proteico es clave para la conversión de partículas 
virales no infecciosas inmaduras a viriones infecciosos maduros. La presión selectiva 
ejercida por los fármacos IP del VIH-1 da lugar a la acumulación de mutaciones de 
resistencia a estos ARV tanto en la PR como en Gag. Sorprendentemente, un gran nº de 
estas mutaciones (conocidas como secundarias o compensatorias) se producen fuera del 
sitio activo de la PR o de los sitios de escisión o CS en Gag, que se han propuesto como 
cambios esenciales para facilitar el acceso de la PR viral a los sitios de escisión Gag 
(Deshmukh et al., 2016). Algunos autores observaron un aumento en la selección positiva 
en los CS de Gag (p7/p24, p24/p2, p2/p7, p7/p1, p1/p6gag) sólo después de la adquisición 
de mutaciones a IP importantes, lo que sugiere que esos aa bajo presión de selección 
positiva en esos CS podrían funcionar como mutaciones compensatorias para mutaciones 
a IP importantes en la región de la PR. Las mutaciones en Gag aisladas no parecían 
conferir resistencia a IP, pero las mutaciones en los sitios de escisión o procesamiento de 
Gag podrían sustituir a mutaciones de resistencia a IP secundarias en la región de la PR  
(Banke et al., 2009). 
 En la Tabla D1.2 hemos integrado todos los polimorfismos naturales en Gag, PR, 
RT e IN asociados a MRD en gag y pol presentes de manera natural en ≥90% de 




 No se encontró ninguna MRD primaria que fuera polimorfismo natural que 
estuviera presente en 90% o más de las secuencias analizadas de las variantes incluidas, 
excepto la MRD-ITINAN Y181C en el grupo O y la MRD-ITIAN T69S, ambas en el grupo O. 
El resto de MRD-RT encontradas como polimorfismos naturales en ciertas variantes del 
VIH-1 fueron  MRD-ITINAN.  
 Cuando el cambio incluye 2 letras se refiere a que  la suma de las secuencias con 
esas MRD correspondía a ≥90% de sus secuencias, poniendo en primer lugar el aa más 
frecuente.  En verde se muestran las variantes del VIH-1 que estaban analizadas en las 4 
regiones virales (Gag, PR, RT, IN) pero no en todas. Se indican sombreados en amarillo 
aquellas MRD encontradas sólo en una variante del VIH-1: K156N en IN de CRF23_BG; 
M154I en IN de CRF47_BF, E157Q en IN de CRF03_AB y  V165I en IN de grupo N. En azul 
se muestran las MRD consideradas accesorias o secundarias para la familia de ARV 
correspondiente. 
Las variantes que presentaron un mayor nº de MRD (5 o más) fueron los  
siguientes: en las proteínas Gag (grupos N, O, P y dentro del grupo M los recombinantes 
CRF15_01B , CRF43_02G, CRF53_01B , CRF63_02A1), en la PR (grupos N, O, P y dentro del 
grupo M el subtipo G y los recombinantes CRF02_AG, CRF08_BC, CRF14_BG , CRF25_cpx, 
CRF26_AU, CRF43_02G, CRF56_cpx, CRF63_02A1) y en IN (grupo O y dentro del grupo M 
los recombinantes CRF32_06A1, CRF43_02G y CRF56_cpx) (Tabla D.2). 
Las variantes del VIH-1 con un mayor nº de MRD-IP considerando conjuntamente 
las ubicadas en gag y PR, fueron el grupo O  y CRF63_02A1 del grupo M (ambas con 13), 
grupo P y CRF53_01B (ambos con 10), grupo N, CRF15_01B y CRF56_cpx (todos con 9) y 
CRF08_BC, CRF25_cpx, CRF26_AU y CRF43_02G (todas con 8) (Tabla D.1). Se necesitará 
más investigación de respuesta a IP en pacientes infectados por estas variantes (de baja 
prevalencia en la pandemia) para entender mejor el efecto de este alto nº de 





Tabla D.1. Polimorfismos naturales en Gag, RT, PR e IN asociados a MRD en gag y pol presentes de manera natural en  ≥90% de 
secuencias de las distintas variantes del VIH-1  
 
Variante del VIH-1 
Polimorfismos naturales asociados a MRD (en ≥90% de secuencias) Nº 
MRD-IP  
en Gag 










E428G, L449P, P453T 
L33I, M36IL, H69R 
L10V, V11I,K20IR 
V179I 
L101I, T124A, V165I, 
VY201I 





M36I, Q58E, I62V, 







6 7 2 3 5 
GRUPO P 
G62E, E428G, L449V, 
S451K 
L33V, M36L, D60E, 
I62V, H69R,L89I 





T124A, VY201I 4 6 3 3 2 
GRUPO M 
 
Sub subtipo A1 G62E, S373A, L449P M36I, H69K, L89M ninguna VY201I 3 3 0 0 1 
Sub subtipo A2 NA NA NA T124A, VY201I NA NA NA NA 2 
Subtipo B R452K ninguna ninguna ninguna 1 0 0 0 0 
Subtipo C G62ASE M36ILV,H69K, I93L ninguna L101I, VY201I 1 3 0 0 2 
Subtipo D R76K, A374VG V77I ninguna VY201I 2 1 0 0 1 
Sub subtipo F1 S373TA M36I, L89M ninguna VY201I 1 2 0 0 1 
Sub subtipo F2 NA NA ninguna VY201I NA NA NA 0 1 
Subtipo G R76K 
M36I, H69K, L89M 
K20I,V82I 
ninguna T206S,VY201I 1 3 2 0 2 
Subtipo H NA NA NA ninguna NA NA NA NA 0 




Variante del VIH-1 
Polimorfismos naturales asociados a MRD (en ≥90% de secuencias) Nº 
MRD-IP  
en Gag 






En Gag* En PR** En RT*** En IN secundarias otras 




M36ILV, H69K, L89MVI ninguna I72V, VY201I 3 3 0 0 2 
CRF02_AG V128del, L449P 
M36I, H69RK, L89M 
L10IV, K20I 
ninguna 
L101I, T124A, Y201I, 
T206S 
2 3 2 0 4 
CRF03_AB NA NA NA E157Q, VY201I NA NA NA NA 2 
CRF04_cpx NA NA NA 
L101I, T124A, 
VY201I, T206S 
NA NA NA NA 4 
CRF05_DF NA NA ninguna I72V, L101I, VY201I NA NA NA 0 3 
CRF06_cpx NA NA ninguna 
L74AI, L101I, VY201I, 
T206S 
NA NA NA 0 4 
CRF07_BC ninguna L63P,I93L ninguna L101I,  VY201I 0 2 0 0 2 
CRF08_BC Y79F, I437F 
M36V, D60E, L63P, 
H69K, L89M, I93L 
ninguna L101I 2 6 0 0 1 
CRF09_cpx NA NA NA T206S NA NA NA NA 1 
CRF10_CD NA NA NA I72V, T124A, VY201I NA NA NA NA 3 
CRF11_cpx NA NA NA L101I NA NA NA NA 1 
CRF12_BF NA NA NA VY201I NA NA NA NA 1 
CRF13_cpx NA NA ninguna T124A, VY201I NA NA NA 0 2 
CRF14_BG Y79F, S451N 










M36I, H69K, L89M NA I72V, T124A 7 3 0 NA 2 
CRF16_A2D NA NA ninguna L101I, T124A NA NA NA 0 2 
CRF17_BF NA NA NA L101I, VY201I NA NA NA NA 2 




Variante del VIH-1 
Polimorfismos naturales asociados a MRD  (en ≥90% de secuencias) Nº 
MRD-IP 
en Gag 





-INI En Gag * En PR** En RT*** En IN secundarias otras 
CRF19_cpx NA NA NA 
I72V, T124A, VY201I, 
T206S 
NA NA NA NA 4 
CRF20_BG NA NA NA 
T124A, VY201I, 
T206S 
NA NA NA NA 3 
CRF21_A2D NA NA ninguna I72V, VY201I NA NA NA 0 2 
CRF22_01A1 NA NA ninguna I72V, T124A,VY201I NA NA NA 0 3 
CRF23_BG NA NA NA L101I, K156N NA NA NA NA 2 
CRF24_BG NA NA NA 
L101I, T124A, 
VY201I,T206S 
NA NA NA NA 4 
CRF25_cpx 
G62E, R76K, S373A, 
S451N 











G16E, M36I, I62V, 
L89M, K20R 
ninguna I72V, L101I, T124A 4 4 1 0 3 
CRF27_cpx NA NA ninguna VY201I, T206S NA NA NA 0 2 




M36I, L89M ninguna L101I 3 2 0 0 1 
CRF31_BC NA NA NA L101I, VY201I NA NA NA NA 2 
CRF32_06A1 NA NA NA 
L74AI, L101I, T124A, 
VY201I, T206S 




M36I, H69K, L89M ninguna I72V,  VY201I 3 3 0 0 2 





Variante del VIH-1 
Polimorfismos naturales asociados a MRD (en ≥90% de secuencias) Nº 
MRD-IP 
en Gag 






En Gag* En PR** En RT*** En IN secundarias otras 
CRF35_AD 
G62E, Y79F, S373TA, 
L449P 
M36I, H69K, L89M 
K20R 
V179I I72V, VY201I 4 3 1 1 2 
CRF36_cpx NA NA ninguna L74AI, VY201I, T206S NA NA NA 0 3 
CRF37_cpx NA NA ninguna 
I72V, T124A, 
VY201I,T206S 
NA NA NA 0 4 
CRF38_BF NA NA NA 
I72V, L101I, T124A, 
VY201I 
NA NA NA NA 4 
CRF39_BF NA NA NA I72V NA NA NA NA 1 
CRF40_BF NA NA NA I72V, VY201I NA NA NA NA 2 
CRF42_BF NA NA NA L101I, VY201I NA NA NA NA 2 
CRF43_02G 
G62E, R76K, Y79F, 
V128del, S451N 
M36I, H69K, L89M 
K20I, V82I 
ninguna 
I72V, L101I, T124A, 
VY201I, T206S 
5 3 2 0 5 
CRF44_BF NA NA NA 
G163RK, I72V, 
T124A, VY201I 
NA NA NA NA 4 
CRF45_cpx NA NA NA T124A, VY201I NA NA NA NA 
2 
 
CRF46_BF NA NA NA 
I72V, L101I,T124A, 
VY201I 
NA NA NA NA 4 
CRF47_BF A374N,S451N M36I, H69K ninguna M154I, V165I 2 2 0 0 2 
CRF49_cpx G62E,V128I,S451N 
M36I, H69K, L89M, 
I93L 
ninguna L101I,T124A, VY201I 3 4 0 0 3 
CRF50_A1D NA NA NA VY201I NA NA NA NA 1 
CRF52_01B G62E,R76K,L449P 
M36I, H69K, L89M 
K20R 




G16E, M36I, H69K, 
L89M 





Variante del VIH-1 
Polimorfismos naturales asociados a MRD (en ≥90% de secuencias) Nº 
MRD-IP 
en Gag 






En Gag* En PR** En RT*** En IN secundarias otras 




















VY201I 8 5 1 2 1 
CRF71_BF1 NA NA ninguna L101I,V165I NA NA NA 0 2 
 
NA, polimorfismos no analizados en la región indicada. Ninguna, ninguna MRD encontrada como polimorfismo natural en ausencia de TAR en más del 
90% de las secuencias de esa región viral de la variante del VIH-1 concreta. MRD-IP secundarias o raras en Gag y PR descritas en Figura 2.1A y Tabla 2.3, 
respectivamente.  MRD en RT a ITIAN e ITINAN mostradas en Figura 3.1. Cuando el cambio incluye 2 letras se refiere a que  la suma de las secuencias con 
esas MRD correspondía a ≥90% de sus secuencias, poniendo el primer lugar el aa más frecuente.  Indicadas en azul, las MRD consideradas accesorias o 
secundarias. En verde se muestran las variantes del VIH-1 que no estaban analizadas en las 4 regiones virales (Gag, PR, RT, IN). Sombreados en amarillo 
se indican aquellas MRD encontradas sólo en una variante del VIH-1: K156N en IN de CRF23_BG; M154I en IN de CRF47_BF, E157Q en IN de CRF03_AB y  
V165I en IN de grupo N.  
* MRD-IP en Gag ubicados dentro de un cleavage site mostrados en la Fig 1.3, excepto aquellos en residuos 62, 76, 79 y 81 que se localizan en P17 y 
fuera de los CS. 
** MRD-IP en PR secundarias (en negro) u “otras” o “raras” (en azul) según clasificación de Stanford.  




 La visión conjunta de todos los resultados obtenidos en esta Tesis que nos proporciona la 
Tabla D.1. nos permite una discusión mas con bibliografía ya existente. Así, las MRD-IP 
A71T o T74S estabilizan a L89I en la proteasa del subtipo G. La asociación de 89I con 90M 
puede aumentar aún más la resistencia a IP de virus de subtipo G cuando se compara con 
90M solo, resaltando nuevos perfiles mutacionales para resistencia a fármacos en este 
subtipo no-B (González et al., 2008). M89I/V se asoció fuertemente con las MRD-IP en los 
codones 71, 74 y 90. Fenotípicamente, 89I/V  por sí solo no confiere una susceptibilidad 
reducida a IP, pero combinado con 90M redujo significativamente su susceptibilidad a 
NFV (p <0,05) en comparación con cepas con 90M solo (Abecasis et al., 2005). Estas MRD 
han sido encontradas también en nuestras secuencias de pacientes naive del GenBank, 
A71T en el recombinante CRF07_BC (5,6%) y en los subtipos B (2.32%), C (0.36%);  y T74S 
en el recombinante CRF29_BF (25%) y en los subtipos C (10,3%), B (0,1%).  Por otro lado, 
M89I apareció de manera natural en los grupos O (100%) y P (100%), subtipo C (1,8%), 
subtipo B (0,12%), CRF01_AE (0,87%) (Figura 2.1).  
 Otro estudio mostró que las mutaciones M36I y A71V proporcionaban un mayor 
nivel de resistencia cruzada a varios IP cuando aparecían combinadas con la mutación 
D30N en el sitio activo de la PR, permitiendo escapar de la unión del IP pero 
mantenimiento la eficiencia catalítica de la PR (Clemente et al., 2003). Por ello, la 
presencia de M36I y A71V como polimorfismos naturales que hemos visto en ciertas 
variantes del VIH-1 como el grupo O (Fig.2.1, y Tabla D.1), podrían sugerir una menor 
susceptibilidad a IP en estas cepas. Otros trabajos revelan que la doble mutación de PR 
V77I+L33F ocasiona una menor unión al IP NFV y la triple mutación PR  V77I+K20T+L33F 
una mayor unión al NFV (Gupta et al., 2015). Sin embargo, este IP ya no se emplea en la 
práctica clínica ya que la EMA suspendió la autorización de comercialización en el año 
2007. V77I fue  hallada en nuestras secuencias de pacientes naive del GenBank en los 
subtipos D (100%), B (20,7%), C (4,6%) y en las variantes recombinantes CRF07BC (38,9%), 
CRF29BF (25%), CRF01AE (3,4%); y L33F en CRF01AE (4,1%) y subtipo B (0,5%) (Figura 
2.1).  
 Además, puesto que las mutaciones dentro de los CS han sido asociadas también 
con la exposición al tratamiento con IP como hemos explicado en el Capítulo 2 de esta 




2007), nuestros resultados podrían potencialmente proporcionar un mejor 
entendimiento del papel de gag en las resistencias a ARV y en el desarrollo de futuros 
inhibidores de la maduración (Waheed et al., 2012). 
 Sin embargo, los polimorfismos pueden afectar la efectividad del TAR de forma 
diferente en grupos de pacientes específicos, como se ha visto los pacientes 
experimentados a ARV y/o pacientes tratados con IP distintos a LPV (Champenois et al., 
2008). También el VIH-2 contiene numerosos polimorfismos naturales en su PR y RT 
implicados en la resistencia a ciertos IP e ITINAN (Ntemgwa et al., 2007; Ntemgwa et al., 
2009; Smith et al., 2015).  
 La resistencia a IP podría verse aumentada en determinadas variantes del VIH-1 
debido a diferencias en sustituciones secundarias de la PR una vez son seleccionadas 
sustituciones principales relevantes, como mostró un estudio que comparó la barrera 
genética entre subtipos empleando unas 2000 secuencias del VIH-1 (incluyendo más de 
600 secuencias de subtipos no-B) aisladas de pacientes naive a ARV en Europa (van de 
Vijver et al., 2006). 
 Los polimorfismos en PR también se han encontrado en variantes diferentes al 
grupo mayoritario M del VIH-1. Así, un trabajo (Luk et al., 2001) que analizó los genes de 
PR de 28 pacientes infectados por el grupo O del VIH-1 naive a IP identificó en la mayoría 
de las cepas los residuos 10I, 15V, 36I, 41K, 62V, 63T/A/K/I, 64V, 71V y 93L. Aunque 
nosotros únicamente analizamos dos PR del grupo O también identificamos en ellas los 
polimorfismos 10I, 36I, 62V, 64V, 71V, 93L.   
 Esta Tesis también aporta datos sobre las MRD para las 4 familias de ARV 
estudiadas (IP, ITIAN, ITINAN e INI) que no aparecieron en ninguna de las secuencias de 
pacientes naive descargadas del GenBank analizadas para esta Tesis, resumidos en la 
Tabla D.2. Por tanto, estas MRD serían exclusivamente seleccionadas por presión 
farmacológica y no por variabilidad natural, sugiriendo que su presencia podría disminuir 
la eficacia biológica del virus que la lleva o tener un efecto deletéreo significativo sobre la 
función de la proteína específica (Dunn et al. 2015) y, por tanto, sobre el ciclo viral (Tabla 




virales, particularmente deleciones e inserciones que causan cambios del marco de 
lectura, son relativamente raras, como también confirman nuestros resultados. 
Tabla D.2. MRD que no aparecen en ninguna de las secuencias de pacientes naive 













MRD totalmente ausentes en 
pacientes naive 
2.141 741 28 Gag MRD-IP ninguna 
2.141 741 28 PR MRD-IP L76V (primaria) 
K20T, L23I, E34Q y T74P 
(secundarias) 
3.592 3.592 40 RT MRD-
ITIAN 
K70E y Y115F (principales) 
E40F, M41I y  K219W 
(accesorias) 
K65E, K65N y  Q151L (raras) 
Deleciones en residuos 67, 68, 
69, 70 de RT 
Inserción en  residuos 69 de 
RT 
3.592 3.592 40 RT MRD-
ITINAN 
K103H/T, E138R, Y181F/S/G, 
G190C/T/V/E/Q, F227C  
(raras) 
6.706 3.791 67 IN MRD-
INI 
G118R, F121Y, P145S y Q146P 
(raras) 
*Grupos, subtipos y recombinantes del VIH-1. 
 Son necesarios más estudios acerca de la importancia biológica de la variabilidad 
VIH-1 asociada a variante que se encuentra en cada sitio de procesamiento de los 
precursores Gag y GagPol y de sus implicaciones funcionales. La influencia de cada 
polimorfismo natural encontrado en posiciones asociadas a resistencia o a disminución de 
la susceptibilidad a fármacos ARV, en la selección de otras MRD principales o accesorias y 
en la aparición de nuevas vías de resistencias en las variantes donde aparecen requiere 
más investigación. Ello incluye el análisis de un mayor nº de secuencias de algunas 
variantes del VIH-1 específicas representadas por pocas secuencias en nuestro estudio. 
 Nuestros resultados también refuerzan la necesidad de tener en cuenta la variante 
del VIH y sus polimorfismos en posiciones de resistencia durante el seguimiento clínico de 




de la variante del VIH por análisis filogenético de las secuencias virales y la inclusión de 
variantes no-B del VIH-1 en futuras investigaciones de aspectos básicos y clínicos de la 
infección por VIH-1, así como la inclusión de pacientes infectados por variantes no-B del 







Figura D.2. Polimorfismos naturales en Gag, RT, PR e IN asociados a MRD en gag y pol presentes de manera natural en  ≥90% de 
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“Sólo puede ser feliz siempre el que sepa ser feliz con todo”  










1. En esta Tesis hemos evaluado el grado de conservación, los polimorfismos  naturales 
presentes en más del 90% de secuencias virales de cada variante analizada en 
ausencia de tratamiento antirretroviral y los aminoácidos totalmente conservados en 
regiones del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 con importancia biológica y 
terapéutica. Éstas incluían 11 sitios de procesaiento proteico en los precursores 
virales Gag y GagPol y los residuos de proteínas virales Gag, proteasa, 
retrotranscriptasa e integrasa donde aparecen las mutaciones de resistencia a las 
principales familias de fármacos antirretrovirales.  Para ello se emplearon varios 
miles de secuencias virales recuperadas del GenBank de pacientes naive a 
tratamiento antirretroviral de numerosas variantes del VIH-1, incluyendo grupos, 
subtipos y el mayor número de recombinantes circulantes analizados hasta la fecha. 
2. Empleando cerca de 13.000 secuencias virales, se ha realizado la primera descripción 
del grado de conservación  de cada uno de los 11 sitios de procesamiento proteico en 
las poliproteínas precursoras Gag y GagPol en cada uno de los grupos, subtipos y 
formas recombinantes circulantes del VIH-1, definiéndose las  secuencias consenso 
de cada sitios de procesamiento proteico en cada variante y los residuos altamente 
conservados. Observamos un nivel de conservación en los sitios de procesamiento 
proteico distinto según  las etapas de procesamiento y que parece existir poca 
influencia de la exposición a inhibidores de la proteasa viral en el grado de 
conservación de algunos sitios de procesamiento proteico.   
3. Estos resultados proporcionan nuevos hallazgos que pueden ayudar a una mejor 
comprensión  del procesamiento viral esencial para la infectividad del VIH-1. Además, 
podrían ayudar al desarrollo de nuevos fármacos ARV que actúan como inhibidores 
de la maduración y de vacunas terapéuticas para controlar el virus sin TAR dirigidas a 
regiones de los sitios de procesamiento proteico conservadas entre variantes.   
4. Tras analizar las posiciones en las proteínas virales Gag, PR, RT e IN previamente 
asociadas a mutaciones de resistencia a los fármacos antirretrovirales en uso 
terapéutico en varios miles de secuencias del VIH recuperadas de pacientes naive y 
depositadas en el GenBank, hemos identificado aquellos residuos que están 




posiciones, reflejando su frecuencia de aparición en las secuencias de cada una de las 
variantes del VIH-1 analizados. Asimismo, identificamos los residuos asociados a 
mutaciones de resistencia que podrían considerarse polimorfismos naturales 
asociadas a grupo, subtipo o CRF al estar presentes en el 90% o más de las secuencias 
analizadas de cada variante de estudio en ausencia de terapia antirretroviral. 
5. Encontramos que la presencia de mutaciones de resistencia primarias a inhibidores 
de la proteasa, inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleótidos, 
inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósidos e inhibidores de la 
integrasa fue rara en pacientes naive, estando presentes sólo en un bajo porcentaje 
de secuencias de algunas variantes, excepto el cambio asociado a resistencia a 
inhibidores de la retrotranscriptasa no análogos de nucleósido Y181C,  que aparecía 
en todas las variantes del grupo O analizadas. Sin embargo, demostramos que un 
gran número de aa  considerados previamente como mutaciones de resistencia 
secundarias, accesorias o raras a las distintas familias de antirretrovirales son, en 
realidad, polimorfismos naturales de grupos, subtipos o formas recombinantes 
circulantes del VIH-1 concretos, presentes incluso en ausencia de tratamiento 
antirretroviral. El número de polimorfismos naturales asociados a mutaciones de 
resistencia difirió entre variantes, pudiendo considerarse marcadores genéticos de 
las variantes que los presentan. 
6. También identificamos todas las mutaciones de resistencia en Gag, proteasa, 
retrotranscriptasa e integrasa ausentes en todos los virus analizados de pacientes 
naive y que, por tanto, sólo se seleccionarían en  presencia de tratamiento 
antirretroviral. Ello sugiere que son residuos esenciales para mantener una correcta 
funcionalidad de dichas proteínas virales. 
7. Se requiere más investigación sobre el efecto de cada polimorfismo natural 
encontrado en posiciones asociadas a resistencia a fármacos antirretrovirales en la 
susceptibilidad a estos fármacos, en la selección de otras mutaciones de resistencia  
principales o accesorias, y en la aparición de nuevas vías de resistencias en las 




variantes del VIH-1 específicas representadas por pocas secuencias en nuestro 
estudio.  
8. El conocimiento de los residuos conservados entre variantes del VIH-1 en los sitios de 
procesamiento, y en posiciones de proteínas Gag y Pol asociadas a resistencia a 
antirretrovirales tienen un alto interés para el diseño de cebadores y sondas para la 
detección y cuantificación del VIH-1, para el desarrollo de nuevos fármacos 
antirretrovirales y para la identificación de epítopos conservados para el desarrollo 
de vacunas terapéuticas. También serán necesarios más estudios acerca de la 
importancia biológica de la variabilidad VIH-1 asociada a variante que se encuentra 
en cada sitio de procesamiento viral en el ciclo viral.  
9. Nuestros resultados refuerzan la necesidad de tener en cuenta la variante del VIH y 
sus polimorfismos en posiciones de resistencia durante el seguimiento clínico de los 
pacientes en terapia antirretroviral. Ello requeriría siempre una buena 
caracterización de la variante del VIH por análisis filogenético de las secuencias 
virales y la inclusión de variantes no-B del VIH-1 en futuras investigaciones de 
aspectos básicos y clínicos de la infección por VIH-1, así como la inclusión de 













“Es intentando lo imposible como se realiza lo posible” 
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“La mejor vida no es la más duradera, sino más bien aquella que está repleta de buenas acciones” 
















































































 CRF68_01B CRF01, B 
 
 CRF69_01B CRF01, B 
 
 CRF74_01B CRF01, B 
 
 CRF76_01B CRF01, B 
 











AD CRF16_A2D A2, D 
 
 CRF21_A2D A2, D 
 
 CRF35_AD A, D 
 
 CRF50_A1D A1, D 
 
AE CRF01_AE A, E 
 













AU CRF26_AU A, U 
 
BC CRF07_BC B, C 
 
 CRF08_BC B, C 
 
 CRF31_BC B, C 
 
 CRF57_BC B, C 
 





 CRF61_BC B, C 
 
 CRF62_BC B, C 
 
 CRF64_BC B, C 
 
 CRF85_BC B, C 
 
 CRF86_BC B, C 
 
 CRF88_BC B, C 
 





 CRF17_BF B, F1 
 
 CRF28_BF B, F1 
 
 CRF29_BF B, F1 
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 CRF40_BF B, F1 
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K, U 
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ANEXO II  
Fármacos antirretrovirales autorizados en 






Familia Principios Activos Nombre del Medicamento Fecha  de autorización 
ITIAN 
Estavudina (d4T)  Zerit 08/05/1996 
Lamivudina (3TC) 
Epivir 
Lamivudine Teva Pharma B.V. (*) 
08/08/1996 
10/12/2009 
Abacavir (ABC) Ziagen 08/07/1999 
Emtricitabina (FTC) Emtriva  24/10/2003 
Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) 
Tenofovir disoproxil 
Tenofovir disoproxil fostato 
Viread 
Tenofovir disoproxil Mylan (*) 







Lamivudine/Zidovudine Teva (*) 
18/03/1998 
28/02/2011 
Abacavir/lamivudina (ABC/3TC) Kivexa 17/12/2004 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato (FTC/TDF) 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil  fosfato 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil succinato 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil  maleato 
Truvada 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil  Zentiva (*) 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil  Krka (*) 





Emtricitabina/tenofovir alafenamida (FTC/TAF) Descovy  21/04/2016 
















Etravirina (ETV) Intelence 28/08/2008 
Rilpivirina hidrocloruro (RPV) Edurant 28/11/2011 
IP 
Indinavir sulfato (IDV) Crixivan 04/10/1996 
Saquinavir (SQV) Invirase  04/10/1996 
Atazanavir sulfato (ATV) 
Reyataz  
Atazanavir Mylan (*) 
02/03/2004 
22/08/2016 
Fosamprenavir cálcico (FPV) Telzir  12/07/2004 
Tipranavir (TPV) Aptivus  25/10/2005 
Darunavir (DRV) Prezista  12/02/2007 




Lopinavir/Ritonavir Mylan(*)  
20/03/2001 
14/01/2016 
Darunavir/cobicistat (DRV/c) Rezolsta  19/11/2014 





Familia Principios Activos Nombre del Medicamento Fecha  de Autorización 
Potenciadores 
farmacocinéticos  (de 
LPV, ATV, DRV, EVG)
 
Ritonavir (RTV; r) 






Raltegravir (RAL) Isentress 20/12/2007 
Dolutegravir (DTG) Tivicay  16/01/2014 
Cabotegravir No disponible  No autorizado aún 
Inhibidores de la fusión  Enfuvirtida (ENF) Fuzeon  27/05/2003 
Inhibidores de la 
entrada 
Maraviroc (MVC) Celsentri 18/09/2007 
Fostemsavir trometamina No disponible  No autorizado aún 




No disponible  
No disponible 
No autorizados aún 
2 ITIAN+ITINAN 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato/rilpivirina 
(FTC/TDF/RPV) 
Eviplera 28/11/2011 
emtricitabine / tenofovir alafenamide/ rilpivirine 
hydrochloride   
(FTC/TAF/RPV) 
Odefsey 21/06/2016 
Emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato/efavirenz 
(FTC/TDF/EFV) 











Genvoya  19/11/2015 
 
Fármacos antirretrovirales aprobados por la EMA agrupados por familias (http://www.ema.europa.eu/ema/). 
 (*) Medicamentos genéricos.  
ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleósidos y análogos de nucleótidos. ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no 
nucleósidos.  IP: Inhibidores de la proteasa. IP/r: Inhibidores de la proteasa potenciados con ritonavir. IP/c: Inhibidores de la proteasa potenciados 








Combinaciones de ARV recomendadas para 








Regímenes Preferentes Alternativas Otras pautas posibles 
2 ITIAN+INI 
 ABC/3TC+DTG TDF/FTC/EVG/c ABC/3TC+ RAL 
 TFV*/FTC+DTG   
 TFV*/FTC+RAL   
 TAF/FTC/EVG/c   
2 ITIAN+ITINAN 
  TFV*/FTC+RPV  
  TFV*/FTC+EFV  
2 ITIAN+IP/p 
  TFV*/FTC+DRV/c TFV*/FTC+ATV/c 
   ABC/3TC+ DRV/c 
INI+IP 
   RAL+ DRV/c 
 
Guias clínicas GeSIDA 2017 (http://gesida-seimc.org/category/guias-
clinicas/antirretroviral-vigentes/). 
ABC:  abacavir.  
3TC:  lamivudina.  
DTG:  dolutegravir.  
FTC:  emtricitabina.  
TFV*:  Tenofovir como TDF (tenofovir disoproxil  fumarato) o cualquiera de sus otras 
sales (fosfato, maleato, succinato) o como TAF (tenofovir alafenamida fumarato).  
RAL:  raltegravir.  
EVG/c:  elvitegravir potenciado con cobicistat.  
RPV:  rilpivirina.  
EFV:  efavirenz.  
DRV/c:  darunavir potenciado con cobicistat.  
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